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L'endothelium vasculaire participe activement au contrôle de 
l'homéostasie et de la perméabilité des vaisseaux sanguins. Lors de 
réactions inflammatoires et immunitaires, on note l'existence de 
nombreuses interactions entre les leucocytes et la paroi vasculaire. 
Notre étude visait, plus particulièrement, l'interaction des cellules 
endothéliales (CE) avec les monocytes et les lymphocytes, en 
conditions normales et inflammatoires. Pour ce faire, trois 
facteurs, reconnus pour avoir de multiples fonctions immunitaires, 
ont été utilisés, soit: l'IFNy, le PAF et le LTB4. 
L'effet de l'IFNy, du PAF et du L T84 sur les CE a été mis en 
évidence dans la suppression par les CE de la prolifération des 
lymphocytes. La façon de procéder consistait à cocultiver les CE 
avec des monocytes, suivi d'une incubation subséquente avec les 
lymphocytes autologues. Les résultats démontrent une suppression 
de la prolifération des lymphocytes qui est encore plus importante 
lorsque les CE sont en présence de TNF. Cette suppression de la 
prolifération des lymphocytes est la conséquence de plusieurs 
facteurs. 
Tout d'abord, on note une augmentation de production d'IL-6 et 
de PAF par les CE. Il s'ensuit une activité suppressive des 
monocytes qui diminuent à leur tour la prolifération des 
lymphocytes; principalement via la libération de PGs. Ce phénomène 
a d'ailleurs été démontré par l'utilisation de PAF et d'IL-6 exogènes 
qui, ajoutés à une population de monocytes et de lymphocytes, 
provoquent une suppression de la prolifération des lymphocytes. 
Par la suite, le dosage de l'IL-6, produite par les CE et/ou les 
monocytes, a été effectué. Le PAF seul a la capacité d'augmenter la 
production d'IL-6 par les CE et l'addition de TNF aux CE induit une 
production plus importante d'IL-6. Par opposition au PAF, le L TB4 et 
l'IFNy nécessitent la présence de TNF pour favoriser une élévation 
significative d'IL-6. L'utilisation de la CHX en préincubation, 
combinée avec le PAF ou le L TB4, induit une réponse synergique de 
production d'IL-6 sur les CE. Ceci suggère que lors de la 
préincubation des CE avec la CHX, l'ARN accumulé est moins 
rapidement dégradé. Ainsi, après lavages des CE, la quantité d'ARN 
pouvant être traduit en protéine est beaucoup plus élevée. 
Pour vérifier si la production d'IL-6 par les monocytes est 
importante dans notre système, on procède au dosage d'IL-6 des 
monocytes seuls. On remarque que les monocytes produisent de I' 
IL-6. Néanmoins, la production de celle-ci est augmentée de façon 
synergique lorsque les monocytes sont cocultivés avec les CE, 
stimulées ou non. Différents traitements utilisés, tels que le gel-
dégel ou encore la paraformaldéhyde démontrent que la viabilité des 
deux types cellulaires, CE et monocyte, est nécessaire à la 
production synergique d'IL-6. De plus, l'utilisation de chambres 
"transwell" indique que le contact cellulaire· entre les CE et les 
monocytes n'est pas indispensable. Par buvardage Northern, on 
décèle que le PAF, de même que le TNF, augmentent le niveau 
d'expression d'ARNm d'IL-6 des CE. Cependant l'utilisation conjointe 
du PAF et du TNF ne démontre pas d'effet synergique, contrairement 
à ce qui était observé en dosage d'IL-6 dans le surnageant. 
Le GM-CSF est un facteur reconnu pour favoriser la production 
de PGE2 par les monocytes et augmenter l'adhérence des monocytes 
aux CE. Nous avons donc étudié sa production par les CE. On 
remarque que contrairement à la production d'IL-6, celle du GM-CSF 
par les CE, préincubées avec PAF ou L TB4, nécessite la présence de 
TNF pour observer une augmentation significative. De même, la 
préincubation des CE avec la CHX induit une élévation de production 
de GM-CSF par contre celle-ci n'est pas synergique en présence de 
PAF ou de L TB4. Par opposition à la formation d'IL-6, la coculture 
des CE avec les monocytes révèle l'absence d'effet synergique des 
monocytes sur la production de GM-CSF par les CE. Néanmoins, les 
traitements de gel-dégel ainsi que de la paraformaldéhyde 
démontrent une fois de plus que la viabilité cellulaire des monocytes 
et des CE est indispensable à la hausse de production de GM-CSF. De 
même l'utilisation de chambres "transwell" indique que le contact 
cellulaire entre les CE et les monocytes n'est nullement nécessaire 
pour observer une production de GM-CSF. En terme de niveau 
d'expression d'ARNm de GM-CSF par les CE, on remarque une 
augmentation de l'expression de l'ARNm de GM-CSF par le PAF ou le 
TNF seul. 
L'interaction entre l'endothélium et les leucocytes implique 
donc de nombreux facteurs incluant le PAF, l'IL-6 et le GMCSF. De 
plus, plusieurs mécanismes tels que le rôle suppresseur des 
monocytes, par la productions de PGs, régulent certaines fonctions 
lymphocytaires. 
INTRODUCTION 
1 .1 Endothélium vasculaire 
L'endothélium vasculaire, cette monocouche qui tapisse la 
paroi des vaisseaux sanguins, participe activement au contrôle de 
l'homéostasie et de la perméabilité vasculaire (Jaffe, 1977; Gordon 
et al., 1983; Kan et al., 1985). Des altérations dans la structure et 
fonction des cellules endothéliales peuvent avoir des conséquences 
majeures dans plusieurs processus immunopathologiques tels que la 
thrombose (French et Macfarlane, 1970; Moncada et al., 1977; Maciag 
et al., 1981: Jaffe, 1985) , l'athérosclérose (Ross et Glomset, 1973; 
Ross et al., 1974; Ross et Glomset, 1976a; Ross et Glomset, 1976b; 
Ross, 1986; Ulutin, 1986) et la néoplasie (Folkman et al., 1971: 
Cavallo et al., 1972). Ces changements vasculaires peuvent 
également altérer l'émigration des cellules immunitaires au site 
inflammatoire de même que de déstabiliser la régulation de la 
pression sanguine (Okabe et al., 1987). Ainsi la découverte de 
facteurs qui régulent la prolifération et la différenciation des 
cellules endothéliales (CE) peut contribuer à notre compréhension du 
développement de la biologie et de la physiologie du système 
vasculaire (Gordon et al., 1983; Maciag et al., 1984; Kan et al., 1985). 
Les réactions inflammatoires et immunitaires impliquent des 
interactions entre les cellules immunocompétentes et la paroi 
vasculaire (Baldwin, 1982). L'extravasation des cellules 
immunitaires et leur localisation aux sites inflammatoires 
impliquent leur adhérence et leur passage à travers l'endothélium 
(Mantovani et Dejana, 1987). Normalement les leucocytes circulent 
librement dans le flot sanguin avec une faible attraction à la paroi 
vasculaire (McCluskey et al., 1963; Smith et al., 1970). Sous des 
conditions pathologiques cependant plusieurs leucocytes sont attirés 
vers la paroi vasculaire (Stewart et al., 1974; Mentzer et al., 1986). 
Ce phénomène est connu depuis longtemps puisqu'en 1824 Dutrochet 
rapportait que les leucocytes pouvaient adhérer à la paroi vasculaire 
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et émigrer vers les tissus (Harlan, 1985). Ces altérations dans 
l'interaction entre les leucocytes et les CE peuvent être impliquées 
dans des pathogénèses incluant le syndrome de détresse respiratoire 
de l'adulte (ARDS) (Tate et Repine, 1983), la vasculite immune et le 
rejet de greffe (Dvorak et al., 1979; Dewaal et al., 1983; Forbes et 
al., 1983; Harlan, 1985). 
Bien que l'émigration des leucocytes s'effectue principalement 
lors de l'inflammation, les lymphocytes traversent régulièrement 
l'endothélium. Ils migrent vers les tissus lymphatiques puis 
reviennent à nouveau dans la circulation sanguine (Gowans et Knight, 
1964; Ford, 1975; Pals et al., 1986). La recirculation des 
lymphocytes est un processus dynamique qui permet d'avoir une 
surveillance constante des tissus extravasculaire par ces cellules 
immunocompétentes (Harlan, 1985; Kraal et al., 1987; Bjerknes et 
al., 1986). Ce processus est facilité par !'habilité des lymphocytes à 
reconnaitre l'endothélium des veinules postcapillaires (Ager et 
Mistry, 1988). 
Stamper et Woodruff (1977) furent les premiers à démontrer 
que les lymphocytes étaient capables de se lier spécifiquement à 
l'endothélium des veinules postcapillaires (Farr et Bruyn, 1975). Ces 
CE sont morphologiquement distinctes des CE des autres parois 
vasculaires avec un aspect plus élevé et cuboidal d'où leur nom "High 
Endothelial Venules" ou HEV (Kraal et al., 1987; FitzGerald et al., 
1987). La taille des HEV est une adaptation spéciale afin de 
minimiser la perte de liquide sanguin (Schoefl, 1972) et ceci est 
accompli grâce à la plasticité des CE dans ces vaisseaux (Kraal et 
al., 1987). Les HEV ne sont pas seulement retrouvées au niveau des 
veinules postcapillaires puisque au site d'une inflammation, les CE 
vasculaires acquièrent les propriétés morphologiques et 
fonctionnelles des HEV (Gowans et Knight 1964; Kraal et al., 1987). 
La morphologie caractéristique des HEV au niveau postcapillaire est 
dépendante de la circulation locale des lymphocytes puisque 
l'absence congénitale ou la déplétion expérimentale des lymphocytes 
résulte en une transformation des HEV en CE dites "normales" 
(FitzGerald et al., 1987). L'apparence des HEV est également associée 
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à l'accumulation de lymphocytes aux sites de l'inflammation, ce qui 
suggère que le phénotype HEV est inductible, réversible et régularisé 
par les cellules du système immunitaire (Anderson et al., 1975; 
Nightingale et Hurley, 1978; Cavender, 1991 ). Jusqu'à récemment 
l'endothélium était considéré comme une barrière passive prévenant 
le contact des éléments sanguins avec la matrice intersticielle 
(Stern et al., 1988). A présent il est connu que les CE ont un rôle 
actif important dans l'extravasation des leucocytes vers les tissus 
(Mclntyre 1985; Wallis et Harlan, 1986). 
Des évidences suggèrent que les CE peuvent remplacer les 
monocytes dans leur rôle de cellules accessoires pour l'induction de 
la réponse proliférative des cellules T aux agents mitogéniques tels 
que les lectines (Ashida, et al., 1981; Ercolani et al., 1984). De plus 
les CE humaines ont la capacité de stimuler la réponse allogénique, 
telle la réaction leucocytaire mixte (Hirschberg et al., 1975). 
Par opposition aux récepteurs des lymphocytes B qui lient 
directement l'antigène libre, l'activation des lymphocytes T requiert 
la reconnaissance simultanée de cet antigène, ainsi que des 
déterminants antigéniques du complexe majeur d'histocompatibilité 
(MHC) classe li à la surface des cellules accessoires spécialisées 
appelées cellules présentatrices d'antigènes ou APC (Hirschberg et 
al., 1982). Les CE, bien que n'exprimant pas les MHC classe Il, ont 
néanmoins la possibilité de jouer le rôle de APC (Hirschberg et al., 
1980; Burger et al., 1981; Hirschberg et al., 1982; Roska et al., 1984) 
puisque l'expression des molécules de MHC classe Il peut être induite 
avec l'interféron gamma (IFNy) produit par les cellules T (Pober et 
al., 1983; Roska et al., 1984; Harlan, 1985; Lewinsohn et al., 1987; 
Pardi et al., 1987). La présence d'antigène et des molécules de 
classe Il à la surface des CE pourrait permettre aux cellules 
spécifiques à l'antigène d'adhérer à l'endothélium et de faciliter leur 
cheminement de la circulation sanguine vers les sites 
extravasculaires de l'inflammation. Ces cellules sensibilisées 
peuvent à leur tour sécréter des cytokines qui favorisent le 
recrutement et l'accumulation de cellules non sensibilisées 
amplifiant ainsi la réponse inflammatoire (Hanto et al., 1982). 
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1.1.1 Produits de synthèse des cellules endothéliales 
lnterleukine-1 (IL-1 ): 
Les CE participent également aux réactions immunitaires par la 
synthèse de plusieurs facteurs. Parmi ceux-ci on retrouve l'IL-1 
(Miossec et al., 1986), antérieurement appelée facteur activateur 
des lymphocytes (LAF) pour sa capacité à induire la différenciation 
et la prolifération des lymphocytes T (Mizel, 1982). Les CE 
produisent principalement IL-1 a (Shingu et al., 19911 qui reste de 
façon prédominante associée à la membrane cellulaire (Poubelle et 
al., 1990; Schindler et al., 1990). La synthèse d'IL-1 peut être 
stimulée par le LPS (Miossec et al., 1986), la thrombine, le facteur 
de la nécrose tumorale (TNF) (Libby et al 1986) ou IL-1 comme 
mécanisme d'autorégulation (Warner et al, 1987), ou encore par l'IFNy 
après prétraitement ?Vec le lipopolysaccharide (LPS) (Miossec et 
Ziff 1986). 
Prostacycline (PGl2): 
Les CE humaines et bovines ont la capacité de synthétiser la 
P G l 2 (Weksler et al., 1977). La prostacycline libérée par 
l'endothélium provoque une dilatation des vaisseaux et une inhibition 
d'aggrégation plaquettaire (Moncada et al., 1976; lngerman-Wojenski 
et al., 1981; Johnson et al., 1985). Sa production peut être stimulée 
par l'IL-1 (Rossi et al., 1985; Austin et al., 1989), le TNF (Wallis et 
Harlan, 1986), le LPS (Nawroth et al 1984), l'IFNa (Eldor et al., 
1984), la thrombine, la trypsine, l'ionophore A23187 (Weksler et al., 
1978; Ragab-Thomas et al., 1987), l'histamine (Lewis Baenziger et 
al., 1980; Lewis Baenziger et al., 1981 ), les leucotriènes C4 (L TC4) 
et 04 (L TD4) (Cramer et al., 1983; Benjamin et al., 1983; Pologe et 
al., 1984), !'angiotensine 1 et la bradykinine (BK) (Nakagawa et al., 
1987). 
Thromboxane A2 (TxA2): 
La thromboxane A2 pour sa part est un vasoconstricteur et un 
inducteur d'aggrégation de plaquettes qui peut également être 
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synthétisé, à l'état de traces, par les CE (lngerman-Wojenski et al., 
1981 ). Il a été rapporté qu'un équilibre doit être observé dans le 
rapport TxA2/PGl2 pour empêcher toute formation de thrombus dans 
les vaisseaux (Moncada et al., 1976). 
Facteur relaxant dérivé des cellules endothéliales (EDRF): 
Les CE produisent également l'EDRF induisant une relaxation 
des cellules du muscle lisse vasculaire (Van de Voorde et al, 19871. 
La sécrétion de l'EDRF s'effectue spontanément mais sa formation 
peut être stimulée par la thrombine, l'ionophore A23187 et la 
vasopressine de même que par l'acétylcholine, l'ADP, l'ATP, la BK, 
l'histamine, la sérotonine, le facteur activateur de plaquettes (PAF) 
et la substance P (Moncada et al, 1987; Newby et Henderson, 1990). 
La stimulation de la production d'EDRF serait médiée par le calcium 
cytosolique (Newby et Henderson, 1990). Il a été démontré que le 
relâchement d'EDRF s'effectue via l'action de l'acétylcholine sur le 
récepteur muscarinique des CE (Furchgott et al., 1987). L'EDRF, un 
médiateur instable, a été identifié au gaz oxyde nitrique formé par 
une voie métabolique spéciale à partir de l'aminoacide arginine 
(Palmer et al., 1987; Palmer et al., 1988). 
Endothéline: 
L'endothéline, un puissant agent vasoconstricteur et 
mitogénique est aussi relâché par les CE (Yanagisawa et Masaki, 
1989). Sa production peut être stimulée par l'IL-1 (Yoshizumi et al., 
1990), le facteur de croissance transformant (TGF~) (Kanse et al., 
1991; Hexum et al., 1990) et la thrombine (Kurihara et al., 1989). 
L'endothéline et l'EDRF agiraient comme autacoides (médiateurs 
locaux) produits par les CE afin de contrôler la perméabilité 
vasculaire locale (Chander et al., 1988). 
Interférons: 
Les CE élaborent de l'IFNcx et ~ considérés comme l'une des 
lignes de défense du corps contre l'infection virale (Einhorn et al, 
1985). Sous l'action du TNF on peut également observer 
l'augmentation de synthèse de facteur de croissance dérivé des 
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plaquettes (PDGF) pouvant agir comme agent chimiotactique et 
mitogène sur les cellules du stroma (Hajjar et al., 19a7). 
Interleukine-a et MCP-1: 
Le TNF et l'IL-1 stimulent les CE à sécréter des cytokines 
inflammatoires de faibles poids moléculaires (a-1 O kDa) qui 
activent les polymorphonucléaires (PMN) et induisent leur 
chimiotaxie (Strieter et al., 19aa; Strieter et al., 19a9). Une de ces 
molécule a reçu plusieurs acronymes incluant: protéine activatrice 
des neutrophiles (NAP-1 ), facteur activateur des neutrophiles (NAF), 
facteur chimiotactique des neutrophiles dérivé des monocytes 
(MDNCF) et interleukine-a (IL-a). Cette cytokine est également 
chimiotactique pour les cellules T (Larsen et al, 19a9) et inhibe 
l'adhérence des PMN aux CE (Wheeler et al., 19aa; Gimbrone et al., 
19a9). De plus le TNF et IL-1 induisent les CE à produire un facteur 
activateur et chimiotactique pour les monocytes (MCAF/MCP-1) 
(Rollins et al., 1990; Strieter et al., 19a9a; Sica et al., 1990). Ces 
cytokines agissent préférentiellement sur les leucocytes liés à 
l'endothélium stimulant ainsi leur extravasation. 
TGFj3: 
Les CE ont la capacité de sécréter le TGFj3. Ce petit 
polypeptide a été initialement reconnu pour être un produit de 
cellules transformées par des virus et capable d'induire la 
transformation de cellules non néoplasiques en culture (Wahl et al., 
19a9). A présent, il est connu que, in vitro, le TGFj3 inhibe la 
croissance des CE (Muller et al., 19a7; Baird et Durkin, 19a6; Mioh et 
Chen, 19a9; Etoh et al., 19a9; Takehara et al., 19a7), mais que, in 
vivo, il favorise le développement de nouveaux vaisseaux sanguins 
(angiogénèse) (Sprugel et al., 19a7). Les CE comme tous les autres 
types cellulaires sécrètent le TGFj3 mais sous une forme latente de 
pro-cytokine biologiquement inactive (Pober et Cotran, 1990; 
Roberts et Sporn, 19aa). Le TGFj3 latent est incapable de se lier à 
son récepteur et doit donc être clivé ou activé avant d'interagir avec 
ce récepteur (Wakefield et al., 19a7). Ce clivage s'effectue par des 
protéases dérivées de la cellule. Par exemple dans le cas des 
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monocytes, le TGFf3 relâché par ces cellules est inactif ou latent, et 
ne se lie pas à son récepteur, mais une fois stimulés les monocytes 
sécrètent des enzymes protéolytiques incluant plasmine et 
cathepsine D qui activent le TGFf3 (Wahl et al., 1989). De récentes 
données suggèrent que les péricytes qui produisent également du 
TG F f3 inactif pourraient générer du TGFf3 actif lorsque mises en 
cocultures avec des CE (Antonelli-Orlidge et al., 1989). 
Enzyme de conversion de !'angiotensine (ACE): 
Les CE jouent également un rôle dans la régulation de la 
pression sanguine et dans l'échange de liquide transvasculaire 
puisqu'elles ont la propriété de dégrader la BK et de convertir 
!'angiotensine 1 en angiotensine Il. Ces propriétés s'effectuent grâce 
à l'ACE, une carboxydipeptidase localisée à la surface luminale des 
CE (Ryan et al., 1975; Caldwell et al., 1976). 
Facteur von Willebrand: 
Le facteur von Willebrand est pour sa part une glycoprotéine 
multimérique synthétisée par les mégacaryocytes et les CE (Jaffe et 
al., 1974). Elle joue un rôle dans l'adhérence des plaquettes à la 
matrice subendothéliale et dans les interactions inter-plaquettaires 
(Sakariassen et al., 1979; Houdijk et al., 1986; De Groot et Sixma, 
1987; Pearson, 1991) . Ce facteur retrouvé dans les corps de Weibel 
Palade des CE est rapidement relâché en présence de calcium, après 
stimulation par une variété d'agents incluant le phorbol myristate 
acétate (PMA) (Giddings et Shall, 1987), l'IL-1 (Giddings et Shall, 
1987; Schorer et al., 1987), la fibrine (Ribes et al., 1987), 
l'irradiation (Sporn et al., 1984), l'endotoxine (Schorer et al., 1987) 
ainsi que des composés du complément (Hattori et al., 1988). Par 
opposition, l'IFNy et le TNF inhibe le relâchement du facteur von 
Willebrand par les CE (Tannenbaum et Gralnick, 1990). 
Thrombospondine: 
La thrombospondine, ayant un rôle régulatoire dans la 
croissance, la migration, la réorganisation et le développement, peut 
aussi être produite par les CE (Lahav et al., 1987). De même le 
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traitement des CE avec IL-1 ou lymphotoxine peut résulter en une 
augmentation dramatique d'activité procoagulante chez ces cellules 
(Bevilacqua et al., 1984). 
Propriétés anticoagulantes: 
D'autres molécules sont synthétisées par les CE 
microvasculaires telles que des substances qui sont semblables à 
l'héparine (Marcum et Rosenberg, 1985). Ces molécules ayant une 
activité anticoagulante, des altérations dans leur biosynthèse 
pourraient résulter en maladies thrombotiques veineuses et 
artérielles (Marcum et Rosenberg, 1985). 
1.2 Interaction leucocytes-CE 
1.2.1 Neutrophiles 
L'interaction entre les CE et les neutrophiles est l'étape 
initiale essentielle dans la réponse inflammatoire aigüe (Harlan, 
1985; Harlan, 1987) et ceux-ci sont les premiers à émigrer vers les 
tissus affectés. Les neutrophiles adhèrent tout d'abord fermement à 
l'endothélium, migrent à travers la paroi vasculaire (Harlan, 1987) 
puis se déplacent vers le stimulus inflammatoire où ils répondent 
par phagocytose. L'adhérence semble se produire avant même que des 
altérations morphologiques de l'endothélium ne soient détectées. On 
peut donc supposer que des altérations fonctionnelles de 
l'endothélium sont une des causes de cette augmentation d'adhérence 
(Harlan, 1985). De plus cette augmentation est favorisée par 
l'expression de molécules d'adhérence à la surface des neutrophiles 
et des CE (Bevilacqua et al., 1985; Bevilacqua et al., 1987; Smith et 
al., 1988; Bevilacqua et al., 1989; Lo et al., 1989; Luscinskas et al., 
1989; Hakkert et al., 1991; Luscinskas et al., 1991 ). Les 
neutrophiles ont également la capacité de libérer certains composés 
chimiotactiques pour d'autres leucocytes. 
1.2.2 Monocytes 
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En général, bien qu'ils s'accumulent plus lentement dans les 
sites inflammatoires que les neutrophiles, les monocytes deviennent 
le type cellulaire prédominant dans les lésions chroniques après 24-
48h (Paz et Spector, 1962; Ryan et Majno, 1977; lssekutz et al., 
1981; Harlan, 1985; Wallis et Harlan, 1986; Migliorisi et al., 1987). 
Les monocytes tout comme les neutrophiles sécrètent des facteurs 
potentiellement cytotoxiques ou qui peuvent altérer les fonctions 
endothéliales (Harlan, 1985; Harlan, 1987; Valone et al., 1988a; Peri 
et al., 1990). Une fois les monocytes adhérés, le processus de 
diapédèse s'effectue par les jonctions intercellulaires de 
l'endothélium (Doherty et al., 1987). 
ln vitro, le pourcentage de monocytes liés aux CE dépend de la 
durée de l'incubation, de la concentration de monocytes ajoutés et de 
la densité de la monocouche endothéliale (Beekhuizen et al., 1990). 
Les CE pour leur part, produisent des substances chimiotactiques 
pour les monocytes (Rollins et al., 1990). L'IL-1 par exemple, est un 
agent chimiotactique puissant pour les monocytes (Dinarello, 1984). 
En agissant sur les CE, l'IL-1 augmente l'adhérence des monocytes 
aux CE (Bevilacqua et al., 1985; Bevilacqua et al., 1985a; Cavender et 
al., 1986; Peri et al., 1990; Beekhuizen et al., 1991) favorisant le 
recrutement de monocytes au site des CE (Warner et al., 1987). Le 
TNFa. peut lui aussi stimuler les CE et augmenter leur adhérence aux 
monocytes circulants causant une augmentation d'émigration aux 
sites de réactions immunes (Cavender et al., 1987; Broudy et al., 
1987; Beekhuizen et al., 1991 ). Le TNFa. peut également induire les 
CE à produire de l'IL-1 (Broudy et al., 1987; Locksley et al., 1987) et 
a la capacité d'augmenter la production d'IFNy par les cellules T 
activées (Cavender et al., 1987). Le TNFa. peut aussi causer une 
réorganisation morphologique de la monocouche des CE, changement 
qui facilite le passage subséquent transendothélial des lymphocytes 
et autres leucocytes inflammatoires (Pober et al., 1987). 
L'adhérence des monocytes aux CE peut être stimulée par d'autres 
facteurs tels que la thrombine (Dicorleto et De La Motte, 1989) qui 
agit sur les CE, le phorbol ester (Goerdt et al., 1987) et des facteurs 
chimiotactiques incluant L TB4 (Migliorisi et al., 1987), formyl-
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methionyl-leucyl-phenylalanine (FMLP) (Musson et Henson, 1979; 
Doherty et al., 1987; Migliorisi et al., 1987) et CSa (Doherty et al., 
1987) qui agissent sur les monocytes. Le LPS (Goerdt et al., 1987; 
Doherty et al., 1989; Whisler et al., 1989), pour sa part, est tout 
aussi efficace sur les CE que sur les monocytes. 
Lors de l'adhérence des leucocytes à l'endothélium, certaines 
de leurs glycoprotéines semblent jouer un rôle important (Lewinsohn 
et al., 1987). En effet à la surface des CE on retrouve des molécules 
d'adhérence qui sont exprimées ou non en fonction de la stimulation 
de la cellule (revue: Springer, 1990; Arnaout, 1990; Pober et Cotran, 
1990a; Pober et Cotran, 1991; Patarroyo, 1991 ). De façon 
constitutive, les CE expriment les molécules d'adhérence 
intercellulaire de type 2 (ICAM-2) (Staunton et al., 1989) et 
faiblement celles de type 1 (ICAM-1 ou CD54) ainsi que des 
molécules d'adhérence des cellules vasculaires (VCAM-1) (Carlos et 
al., 1990). Ces dernières sont spécifiques aux CE (Carlos et al., 
1990; Kuijpers et al. 1990) contrairement à ICAM-1 qui peut 
également être exprimé sur les fibroblastes, les kératinocytes, les 
lymphocytes et les monocytes activés (Dustin et al., 1986; Dougherty 
et al., 1988; Pataroyo and Makgoba, 1989). Sous stimulation avec le 
TNF, l'IL-1 ou le LPS, l'expression de ICAM-1 et VCAM-1 est 
augmentée avec un maximum entre 1 O à 24h (Carlos et al., 1990; 
Thornhill et Haskard, 1990; Hakkert et al., 1991; Po ber et 
Cotran, 1991) et l'expression de molécules d'adhérence endothélial-
leucocyte (ELAM-1 ), qui est spécifique aux CE (Kuijpers et al., 1990; 
Kyan-Aung et al., 1991; Pober et Cotran, 1991 ), est induite avec un 
maximum entre 4 à 6h (Hessien et al., 1990; Collins et al., 1991; 
Pober and Cotran, 1991 ). L'expression de ICAM-1 peut également 
être stimulée par l'IFNy (Thornhill et Haskard, 1990; Wellicome et 
al., 1990). Un autre ligand, la protéine membranaire des granules 
(GMP140) ou la protéine membranaire de granules externes dépendant 
de l'activation des plaquettes (PADGEM), retrouvé chez les CE et les 
plaquettes, peut être induit par la thrombine et augmente l'adhérence 
des neutrophiles et monocytes aux CE (Larsen et al., 1989a; Geng et 
al., 1990). 
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Les leucocytes de leur côté ont des molécules d'adhérence 
parmi lesquels on retrouve LFA-1 ou antigène-1 associé aux 
fonctions lymphocytaires, Mac-1 (CR3), p150,95 (CR4) (Stacker et 
Springer, 1991 ), VLA-4 ou antigène d'activation très lent et MEL-14 
ou LAM-1 (molécule d'adhérence des leucocytes). Certains de ces 
ligands reconnaissent les ligands à la surface des CE: LFA-1 se lie à 
ICAM-1 et ICAM-2 (Marlin et Springer, 1987; Staunton et al., 1989), 
Mac-1 à ICAM-1 (Carlos et al ., 1990) et VLA-4 à VCAM-1 (Elices et 
al., 1990). MEL-14 semble être impliqué dans la reconnaissance des 
CE des veinules postcapillaires (Pals et al., 1988; Jutila et al., 
1089) et ELAM-1 lie de façon assez sélective les neutrophiles 
(Bevilacqua et al., 1989). En ce qui concerne la liaison (dépendante 
du Ca2+ et du Mg2+) des monocytes aux CE stimulées, il semble 
qu'elle soit dépendante de ELAM-1, VCAM-1 et CD18, puisque des 
anticorps contre ces ligands inhibent fortement l'adhérence (Hakkert 
et al., 1991; Carlos et al., 1991; Jonjic et al., 1992). La migration 
des monocytes est pour sa part majoritairement dépendante de CD18 
(Hakkert at al., 1991). 
1.2.3 Lymphocytes 
Dans des conditions normales, la migration des lymphocytes T 
vers les tissus extra-vasculaires est faible (Mentzer et al., 1986). 
Le passage des lymphocytes se fait de routine dans les organes 
lymphoïdes secondaires où les veinules postcapillaires sont bordées 
par les HEV (Bjerkness et al., 1986; FitzGerald et al., 1987). Des 
molécules spécialisées, à la surface des lymphocytes circulants 
médient la liaison sélective aux HEV (Harlan, 1985; Cavender, 
1989). Parmi ces molécules, on retrouve MEL-14 et LFA-1 (Pals et 
al., 1988) qui sont responsables de la reconnaissance générale des 
HEV et dirigent la migration des lymphocytes vers les HEV d'organes 
lymphoïdes particuliers. De leur côté, il semble que les HEV de 
différents organes lymphoïdes expriment des déterminants uniques 
reconnus par des molécules spécifiques à la surface des lymphocytes 
et permettent leur adhérence (Harlan, 1985). 
1 1 
Lors d'une inflammation locale, les changements subis par 
l'endothélium servent à amplifier la réponse immunitaire à 
médiation cellulaire en augmentant l'adhérence des leucocytes à la 
surface des CE facilitant ainsi la migration extravasculaire. 
L'adhérence des lymphocytes aux CE peut être augmentée par 
l'utilisation de divers stimuli (Thornhill et al., 1990). Par exemple, 
le traitement des CE in vitro avec IL-1 ou TNF augmente leur liaison 
aux lymphocytes (Thornhill et al., 1990). L'effet de ces cytokines, 
comme c'est le cas pour les monocytes, est spécifique aux CE car le 
prétraitement des lymphocytes avec IL-1 n'augmente pas l'adhérence 
(Cavender et al., 1986). 
ln vivo, l'IL-1 et le TNF sont sécrétés par les monocytes et 
autres cellules présentes dans les lésions inflammatoires. Ces 
produits exercent un signal positif sur les CE et augmentent 
l'émigration des lymphocytes dans le foyer inflammatoire. La 
synthèse de nouvelles protéines est requise dans le processus 
d'adhérence impliquant IL-1 car l'addition de cycloheximide au 
traitement bloque l'augmentation de la liaison (Nawroth et al., 1986; 
Cavender et al., 1987). Dans le cas où l'on utilise le LPS, on observe 
des effets similaires à ceux dus à l'IL-1 et au TNF (Yu et al., 1986). 
L' 1 FNy et l'IL-4, produits des lymphocytes T stimulés, permettent 
aussi une augmentation d'adhérence (Yu et al., 1986; Thornhill et 
al., 1990; Thornhill et al., 1991 ). Par opposition aux stimuli 
précédents, le phorbol ester a un effet qui est spécifique aux 
lymphocytes (Haskard et al., 1986; Prieto et al., 1988). 
L'augmentation d'adhérence aux CE stimulées pourrait être due 
à une augmentation dans l'avidité ou dans la densité des récepteurs à 
la surface des CE, ordinairement impliqués dans la liaison des 
lymphocytes aux CE non stimulées. La formation de nouveaux 
récepteurs sur l'endothélium stimulé pourrait être une seconde 
hypothèse (Haskard et al., 1986). Tout comme c'est le cas pour les 
monocytes, la. liaison des lymphocytes aux CE stimulées est 
favorisée par des molécules d'adhérence incluant: LFA-1, VLA-4, 
ICAM-1 et VCAM-1 (Haskard et al., 1986a; Dustin et Springer, 1988; 
Osborn et al., 1989; Carlos et la., 1990). Les lymphocytes sont ainsi 
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un autre type cellulaire qui en interagissant avec l'endothélium, 
permet d'observer le rôle actif des CE. L'interaction des leucocytes 
avec les CE permet l'émigration des leucocytes du sang vers les 
tissus et ceci est principalement observé lors de l'inflammation. 
1. 3 Agents libérés par différentes sources cellulaires et 
importants dans la réponse jmmune 
1.3.1 lEfu 
Les interférons sont une classe de protéines sécrétées en 
réponse à différents stimuli. Les virus induisent l'IFN type 1 
subdivisé en IFNa produit par les leucocytes et IFN13 produit par les 
fibroblastes (Branca et Baglioni, 1981 ). Les mitogènes et stimuli 
antigéniques induisent chez les lymphocytes le type Il appelé IFN 
immun ou IFNy. Les deux types d'IFNs ne compétitionnent pas pour 
leur liaison au récepteur puisque l'IFNy se lie à un récepteur 
différent de celui utilisé par les IFNs de type 1 (Branca et Baglioni, 
1981). 
L' 1 FNy est une glycoprotéine de 21-24kD produit par les 
lymphocytes T CD4+ activés (Epstein, 1981; Renkonen et Ustinov, 
1990). Cette cytokine a un rôle important dans le système 
immunitaire et ses activités incluent l'activation des phagocytes 
mononucléaires et des neutrophiles, l'augmentation d'expression de 
la molécule MHC classe 1 et l'induction de MHC classe Il chez de 
nombreux types cellulaires tels que les CE (Collins et al., 1984). 
L'IFNy est également impliqué dans le processus d'adhérence 
entre l'endothélium vasculaire et les leucocytes par l'activation des 
CE et il favorise la migration des lymphocytes à travers la paroi 
vasculaire (Yu et al., 1985; Oppenheimer-Marks et Ziff, 1988; 
Hendriks et al., 1989; Thornill et al., 1989). Tel que mentionné 
auparavant, lors d'une inflammation, les CE, acquièrent au site de la 
lésion des propriétés semblables à celles des HEV retrouvées au 
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niveau des veinules postcapillaires. Durant la différenciation des CE 
en HEV, l'IFNy semble jouer un rôle important puisqu'il a été rapporté 
que l'induction de la différenciation en HEV serait une réponse 
directe des CE à l'IFNy et possiblement à d'autres cytokines 
(Duijvestijn et al., 1986; Renkonen et Ustinov, 1990). D'autres 
actions de l'IFNy sur les CE ont été rapportées: parmi celles-ci on 
retrouve l'inhibition de la prolifération (Friesel et al., 1987), 
l'augmentation d'hydrolyse de L TA4 en L TB4 (Renkonen et Ustinov, 
1990), l'induction de production de PGl2 (Mattila et Renkonen, 1989), 
et l'augmentation de production d'IL-1 par les CE stimulées avec LPS 
(Miossec et Ziff, 1986; Ghezzi et Dinarello, 1988). En combinaison 
avec le TNF, l'IFN favorise l'augmentation de production d'IL-6 par 
les CE (Shalaby et al., 1989) et agit en synergie avec le TNF dans 
l'augmentation de l'expression de MHC classe 1 (Johnson et Pober, 
1990) ainsi que dans l'augmentation de l'expression d'une molécule 
d'adhérence ICAM-1 (Doukas et Pober, 1990). Les mécanismes 
responsables de !'habilité de l'IFNy à augmenter les actions du TNF 
sont controversés. Certains auteurs suggèrent que l'IFNy peut 
augmenter le nombre de récepteurs pour le TNF (Shalaby et al., 
1989b; Saegusa et al., 1990), comme c'est le cas pour plusieurs 
lignées de cellules tumorales (Aggarwal et al., 1985.=, Ruggerio et al., 
1986.=, Tsujimoto et Vilcek, 1986; Tsujimoto et al., 1986), rendant 
ainsi les CE plus susceptibles aux effets du TNF. D'autres auteurs 
par contre, n'ont obtenu aucune augmentation du nombre de 
récepteurs ou de l'affinité du TNF pour les CE (Johnson et Pober, 
1990) et ils proposent que la coopération est plutôt au niveau de 
l'activation de facteurs de transcription (Johnson et Pober, 1990; 
Doukas et Pober, 19901. 
Pour obtenir les effets désirés, l'IFNy se lie tout d'abord à son 
récepteur. En ce qui à trait aux CE, les mécanismes biochimiques des 
actions de l'IFNy ne sont pas clairs (Oppenheimer-Marks et Ziff, 
1988), mais d'après des études faites sur les cellules WISH et sur 
des cellules de lignées leucémiques, les L 1210, l'IFN se lie à des 
récepteurs spécifiques de haute affinité (Sarkar et Gupta, 1984; 
Wietzerbin et al., 1986). Une fois lié à son récepteur, l'IFNy induit la 
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synthèse de diacylglycérol (DAG) et d'inositol triphosphate (IP3) qui 
activent la protéine kinase C (PKC) et favorisent le relâchement de 
Ca2+ intracellulaire respectivement (Hamilton et al., 1985; Yap et 
al., 1986). Le clonage de ce récepteur suggère qu'il y aurait 
existence d'une molécule associée gp130 comme c'est les cas pour le 
récepteur de l'IL-6 (Taga et al., 1989). 
1.3.2 .EAE 
En 1966, Barbara et Zvaifler découvrent que les plaquettes de 
lapins, en présence de leucocytes et d'antigènes, relâchent de 
l'histamine. En 1970, Henson propose que l'interaction entre les 
plaquettes et les leucocytes sensibilisés favorise la libération d'un 
médiateur soluble par ces leucocytes activant les plaquettes à 
relâcher des amines vasoactives (Henson, 1969, 1970). En 1972, 
Benveniste et coll. décrivent la méthodologie qui permet d'obtenir 
cette substance qui a le pouvoir d'activer les plaquettes d'où son nom 
"facteur activateur de plaquettes" ou PAF. Ces derniers et d'autres 
initient la caractérisation du PAF et démontrent qu'il est relâché par 
les basophiles de lapins par un processus dépendant des lgE 
(Benveniste et al., 1972; Hanahan et al., 1980). Par la suite, en 
1979, le PAF est identifié comme étant le 1-alkyl-2(R)-acétyl-
glycéro-3-phosphorylcholine (Benveniste et al., 1979; Demopoulos et 
al., 1979). Ce phospholipide porte également le nom de PAF-acéther 
ou AGEPC pour acétyl glycéryl éther phosphorylcholine. 
Le PAF n'est pas entreposé dans la cellule, il est présent sous 
forme de précurseur inactif (alkyl-acyl-GPC). Lors d'une stimulation 
cellulaire, la phospholipase A2 (PLA2) clive les phospholipides à la 
position 2, obtenant le relâchement d'acides gras et de lysoPAF 
(Braquet et al., 1987). L'acétyl transférase, en présence d'acétyl-
CoA, métabolise le lysoPAF en PAF. L'inactivation du PAF en 
lysoPAF, puis en alkyl-acyl-GPC, est effectuée par l'activation de 
l'acétyl hydrolase et de l'acyl transférase respectivement. 
Le PAF est produit par plusieurs cellules incluant les 
monocytes, macrophages, basophiles, mastocytes, éosinophiles, 
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neutrophiles, CE, plaquettes et même par des bactéries telle E.coli 
(Camussi et al., 1981; Chap et al., 1981; Camussi et al., 1983; 
Camussi et al., 1983a; Braquet et Rola-Pleszczynski, 1987; Whatley 
et al., 1987). Les lymphocytes, pour leur part, sont généralement 
incapables de produire du PAF. Ils ont néanmoins la capacité de 
produire du lysoPAF lorsque stimulés avec l'ionophore A23187, ce 
qui suggère que l'incapacité de ces cellules à produire du PAF serait 
peut être dû à l'absence de l'acétyl transférase (Jouvin-Marche et al., 
1984). La production de PAF par les autres cellules étant 
normalement faible, elle peut donc être induite avec différents 
stimuli. Le choix du stimulus varie selon le type cellulaire, par 
exemple, les monocytes peuvent être stimulés à produire du PAF en 
présence de stimuli phagocytaires tels que des bactéries (Camussi 
et al., 1981 ), l'ionophore A23187 ou encore par l'IL-1 j3, le TNF, l'IFNy 
(Valone et Epstein, 1988) ou par le PAF lui-même en stimulant sa 
propre synthèse (Valone, 1991 ). 
Qu'elles proviennent de l'aorte, l'artère pulmonaire, la veine 
cave, ou de l'artère coronaire ou rénale, les CE produisent toutes du 
PAF (Whatley et al., 1987). Toutefois lorsqu'elles ne sont pas 
stimulées, la production de PAF est pratiquement nulle (Lynch et 
Henson, 1986; Whatley et al., 1987). De nombreux agents peuvent 
être utilisés pour favoriser sa synthèse. Parmi ceux-ci, on retrouve 
la thrombine (Prescott et al., 1984), l'anti-facteur VIII (Camussi et 
al., 1983), le LTC4 et le LTD4 (Mclntyre et al., 1986), l'ionophore 
A23187, la vasopressine (Camussi et al., 1983), !'angiotensine Il (CE 
bovines) (Prescott et al., 1990), l'histamine, la bradykinine, 
l'adénosine triphosphate (Mclntyre et al., 1985), le peroxyde 
d'hydrogène (Lewis et al., 1988), l'acide arachidonique (Garcia et 
Rosenthal, 1990), le PMA (par la voie de novo) (Zavoico et al., 1990; 
Haller et al., 1991), le TNFj3 (Bussolino et al., 1990), l'IL-1 
(Bussolino et al., 1986, 1987, 1988; 1990) et le TNFcx (Camussi et 
al., 1987; Bussolino et al., 1988). La production de PAF par les CE 
stimulées est augmentée par l'inhibition de la cyclooxygénase et 
inhibée par le traitement avec la PGl2 (Camussi et al., 1983; 
Zimmerman et al., 1985). L'efficacité des stimuli peut toutefois 
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varier d'une espèce à l'autre; par exemple, la thrombine qui a un effet 
puissant sur les CE humaines est inefficace sur les CE bovines 
(Whatley et al., 1987). 
Le PAF généré par les CE reste principalement associé à la 
membrane externe (Prescott et al., 1984; Mclntyre et al., 1985; 
Bussolino et al., 1986; Mclntyre et al., 1986) . La nature du lien n'est 
pas connu mais ne semble pas être relié au récepteur du PAF puisque 
le BN52021, un antagoniste du PAF, ne déplace pas ce médiateur 
produit par la cellule (Braquet et al., 1989). Une explication 
plausible de l'expression membranaire du PAF serait qu'elle pourrait 
être un signal pour les autres cellules (Prescott et al., 1990) puisque 
cette association avec les CE rend ces mêmes cellules plus 
adhérentes pour les leucocytes (Zimmerman et al., 1990). Une 
deuxième possibilité est que le PAF pourrait servir de second 
messager intracellulaire (Prescott et al., 1990) comme c'est le cas 
lorsque les CE sont stimulées avec la BK (Stewart et al., 1989). 
En ce qui a trait aux mécanismes intracellulaires de la 
production de PAF par les CE, des expériences démontrent que le 
Ca2+ et la PKC sont tous deux impliqués dans la régulation de 
l'activation de la PLA2 puisqu'une augmentation d'entrée de Ca2+ ou 
encore l'ajout d'un activateur de la PKC stimule la production de PAF 
(Whatley et al., 1989; Heller et al., 1991 a). L'activation de l'échange 
Na+ I H + par la thrombine et le résultat de l'alcalinisation 
intracellulaire jouent un rôle direct dans l'induction de l'influx de 
Ca2+ et dans la synthèse de PAF par les CE (Ghigo et al., 1988). Par 
opposition, les agents élevant le niveau d'AMPc cellulaire sont très 
efficaces dans l'inhibition de l'augmentation de Ca2+ cytosolique et 
par le fait même induisent l'inhibition de la production de PAF par 
les CE (Haller et al., 1991a). Tous ces mécanismes sont bien établis. 
Cependant, le site de synthèse du PAF par les CE semble moins 
évident. Tous s'accordent sur le fait que le PAF apparait tout d'abord 
dans des organelles membranaires, soit le réticulum endoplasmique 
(Prescott et al., 1990a; Prescott et al., 1990; Zimmerman et al., 
1990); par contre, la voie par laquelle le PAF est transporté à 
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l'extérieur de la membrane plasmique est plutôt controversée. 
Certains suggèrent la présence d'une protéine de transport pour les 
phospholipides (Prescott et al., 1990a), alors que d'autres 
poursuivent cette hypothèse en y ajoutant une "flippase" qui 
permettrait au PAF de se retrouver sur la membrane externe 
(Zimmerman et al., 1990). Enfin, certains proposent tout simplement 
la fusion membranaire (Prescott et al., 1990; Zimmerman et al., 
1990). 
Plusieurs types cellulaires qui produisent le PAF peuvent eux 
mêmes être des cibles des actions de ce phospholipide. ln vivo, le 
PAF est rapidement dégradé puisque l'acétylhydrolase présente dans 
le sérum convertit le PAF en lysoPAF; ainsi sa demi-vie n'est que de 
quelques minutes (Valone, 1991 ). C'est pour cette même raison qu'in 
vitro l'emploi de FBS doit être évité lors de l'utilisation de PAF 
(Stail et Spector, 1989). Dans ces conditions, la vitesse de 
captation de PAF par les CE est maximale pour les 1 O à 20 premières 
minutes, ensuite la vitesse est plus lente mais constante pour les 40 
minutes suivantes (Blank et al., 1986). Une fois internalisé, la 
majorité du PAF est converti en lysoPAF. Ce dernier n'est toutefois 
pas réacylé et peut être gardé dans la cellule ou libéré dans le 
milieu. Par opposition, le métabolite majeur du PAF dans les 
neutrophiles et les plaquettes est le 1-alkyl-2-acyl-GPC et est 
conservé dans la cellule (Blank et al., 1986). 
Le PAF induit chez les CE un changement dans la structure du 
cytosquelette qui les amène à se rétracter, provoquant une 
augmentation de perméabilité (Bussolino et al., 1987a; Braquet et 
al., 1989). Il est également rapporté que le PAF, mais non le 
lysoPAF, induit une augmentation rapide et transitoire de [Ca2+]i 
dans les CE. En absence de Ca2+ extracellulaire, le PAF provoque une 
augmentation similaire qui suggère que l'augmentation du [Ca2+]i est 
principalement obtenue par l'entreposage intracellulaire (Braek et 
Gimbrone, 1986; Hirafuji et al.,. 1988; Ryan et al., 1988). Par 
opposition, l'addition d'EGTA (un chélateur de Ca2+ extracellulaire) 
aux PBML diminue mais n'abolit pas l'augmentation de [Ca 2+]i; on 
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assiste dans ce cas qu'à un relâchement partiel de Ca2+ des sites 
d'entreposages internes (Ng et Wang 1989). Le PAF a aussi la 
capacité d'augmenter la libération d'IL-1, de TNF et de PAF par les 
monocytes (Pignol et al., 1987; Bonavida et al., 1989; Valone, 1991 ). 
Des récepteurs du PAF semblent être impliqués dans 
l'activation des CE puisque des antagonistes spécifiques au PAF 
inhibent les effets induits par ce phospholipide (Korth et al., 1987). 
En 1987, Korth et coll. ont découvert par analyse Scatchard que la 
constante de dissociation (Kd) pour la liaison du PAF aux CE est de 
0.043nM, ce qui suggère la présence de sites de liaison de haute 
affinité (Korth et al., 1987). 
La plupart des types cellulaires qui répondent au PAF ont peu 
de récepteurs pour ce médiateur (1 OO à quelques 1000 
récepteurs/cellule); ce qui rend ce récepteur difficile à caractériser 
(Prescott et al., 1990a). Néanmoins, il a. été rapporté que les 
récepteurs du PAF semblent agir par l'intermédiaire d'une protéine G 
puisque la liaison du PAF à son récepteur stimule l'activité GTPase 
(Houslay et al., 1986; Hwang et al., 1986 ). La liaison du PAF active 
également la phospholipase C (PLC) qui résulte en une augmentation 
de [Ca2+]i et de DAG (Duronio et al., 1990). Ces changements 
activent la PKC qui à son tour catalyse la phosphorylation des 
protéines cibles (Prescott et al., 1990a). Le PAF stimule également 
le relâchement d'AA libre qui est métabolisé en eicosanoïdes, 
lesquels sont responsables de quelques actions du PAF (Voelkel et 
al., 1982; Ezra et al., 1987). Une grande variété de types cellulaires 
répondent très différemment au PAF ce qui suggère que différentes 
classes de récepteurs du PAF pourraient y être impliquées (Duronio 
et al., 1990). Le récepteur du PAF (PAF R) a été tout d'abord cloné 
chez le cobaye. Sa structure primaire confirme que ce récepteur 
appartient à la superfamille des récepteurs couplés à une protéine G 
(Honda et al., 1991 ). Ce récepteur fut ensuite cloné à partir des 
leucocytes humains (Nakamura et al., 1991 ). La caractérisation du 
PAF R humain révèla que c'est un nouveau membre de la famille des 
récepteurs de type rhodopsine avec ses 7 domaines 
transmembranaires (Nakamura et al., 1991; Ve et al., 1991 ). On nota 
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l'absence de site de glycosylation dans la partie N-terminale 
extracellulaire par opposition au PAF R du cobaye (Nakamura et al., 
1991 ). Les domaines transmembranaires étant hautement conservés, 
on suggère que ces segments seraient importants dans la liaison du 
PAF à son récepteur (Nakamura et al., 1991). 
L'élucidation du rôle du PAF dans une variété de conditions 
pathophysiologiques a été considérablement facilitée par la 
découverte et le développement de plusieurs antagonistes 
spécifiques du récepteur du PAF (Saunders et Handley, 1987; 
Patrignani et al., 1987) (pour revue voir Koltai et al., 1991 a). Le 
premier rapporté fut le CV3988 (Terashita et al., 1983). Ensuite 
d'autre antagonistes ont été découverts incluant: SRl-63-072 , ON0-
6240, kadsurenone, BN 52021 et les WEB 2086 et 2170. 
En fonction du type cellulaire, l'interaction in vitro, avec le 
PAF est accompagnée d'une variété de réponses (revue: Koltai et al., 
1991 a). Parmi celles-ci on retrouve: la chimiotaxie, l'aggrégation, le 
relâchement de granules, la sécrétion d'enzymes, l'augmentation de 
phagocytose et la génération de radicaux oxygénés toxiques 
(Saunders et Handley, 1987). Le PAF est également très puissant 
pour augmenter la perméabilité vasculaire soit 1000-10000 fois 
plus efficace que l'histamine (Humphrey et al., 1982). Cette 
augmentation semble résulter d'un effet direct du PAF sur les CE 
(Bussolino et al., 1987a). Le PAF provoque aussi une inhibition de la 
prolifération des PBML et de la sous-population des lymphocytes 
CD4+ (Braquet et Rola-Pleszczynski, 1987; Rola-Pleszczynski et al., 
1987; Dulioust et al., 1988). Nous avons également démontré dans 
des résultats antérieurs que la production de PAF par les CE inhibe la 
prolifération des lymphocytes par l'intermédiaire des monocytes 
(Lacasse et Rola-Pleszczynski, 1991) 
ln vivo les effets du PAF dépendent de l'espèce animale et de 
la voie d'administration (Braquet et Vargaftig, 1986). Les effets 
biologiques les plus importants du PAF sont observés par injection 
intraveineuse. Nous observons alors une thrombocytopénie, 
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neutropénie, hémoconcentration, bronchoconstriction, hypotension, 
hypertension pulmonaire et oedème pulmonaire (Saunders et Handley, 
1987). Nous savons à présent que ce phospholipide peut jouer un rôle 
dans plusieurs maladies (revue: Braquet et al., 1987; Koltai et al., 
1991 a; Koltai et al., 1991 b) incluant entre autre des maladies 
pulmonaires telle l'asthme, des maladies cardiovasculaires telle 
l'ischémie du myocarde, des pathologies gastrointestinales incluant 
des ulcérations gastrointestinales et des ischémies intestinales et 
des maladies de peau telles que des réactions allergiques cutanées. 
Le PAF est également présent dans les rejets de greffe où il agit 
comme médiateur inflammatoire. 
1.3.3.J.IB! 
Les leucotriènes sont une famille de composés dérivés de I' AA 
par l'action de la 5-lipoxygénase avec la formation de 5-HPETE 
suivie de celle de L TA4 (Sorgeat et Samuelsson, 1979; Sorgeat et 
Samuelsson, 1979a; Sirois et Sorgeat, 1982). Les L Ts sont de 
puissants médiateurs qui participent aux réactions inflammatoires 
(Samuelsson, 1983) et peuvent contribuer aux réactions 
pathologiques dans le poumon telles l'asthme (Lewis et Austen, 
1984), la microthromboembolie et l'oedème pulmonaire (Flick et al., 
1981; Voelkel et al., 1982). 
Le L TB4 est un acide gras directement dérivé d'une hydrolyse 
enzymatique du précurseur instable L TA4 (Sorgeat et Samuelsson, 
1979b; Sorgeat et Samuelsson, 1979c). Le L TB4 se différencie des 
autres leucotriènes L TC4, 04 et E4 par l'absence de composante 
peptidique. Il est, pour sa part, l'un des agents chimiotactiques et 
chimiocinétiques les plus puissants (Ford-Hutchinson et al., 1980). 
Il peut provoquer la dégranulation des neutrophiles (Showell et al., 
1982), causer un flux de Ca2+ (Molski et al., 1981 ), augmenter 
l'adhérence des neutrophiles à l'endothélium et l'extravasation des 
leucocytes (Dahlen et al., 1980). Sur les monocytes, le L TB4 
augmente la production d'IL-1 (Rola-Pleszczynski et Lemaire, 1985), 
d'IL-6 (Poubelle et al., 1991 a) et de TNF (Gagnon et al., 1987) et sur 
21 
les lymphocytes en culture, le L TB4 stimule la production d'IL-2 et 
d' 1 FNy (Rola-Pleszczynski et al., 1986; Rola-Pleszczynski et al., 
1988). 
La synthèse de L TB4 est effectuée chez les cellules 
phagocytaires, principalement les neutrophiles (Sorgeat et 
Samuelsson, 1979b), les macrophages (Fels et al., 1982) et les 
monocytes (Samuelsson, 1982), sous stimulation avec des 
pathogènes microbiens (Hewricks et al., 1986), des toxines, des lg 
aggrégés (Ferreri et al., 1986) ou des ionophores de Ca2+. Sa 
synthèse peut aussi être induite par le 12-HPETE dérivé des 
plaquettes (Maclouf et al., 1982) ou par le PAF (Chilton et al., 1982; 
Lin et al., 1982). Les lymphocytes pour leur part, n'ont pas la 
capacité de métaboliser l'AA en L T84 (Goldyne et al., 1984; Goldyne 
et Rea, 1987; Poubelle et al., 1987), bien qu'un groupe rapporte le 
contraire (Jakobsson et al., 1991 ), mais peuvent néanmoins convertir 
le L TA4 en L T84 (Odlander et al., 1988). Les CE sont de faibles 
producteurs de leucotriènes puisque les métabolites majeurs de l'AA 
sont les PGs (Gerritsen et al., 1989; Mattila et Renkonen, 1989). Il 
semble que la formation de L TB4 à partir de l'AA dépend de l'espèce 
utilisée puisque les CE de porc peuvent synthétiser le L T84 en 
présence d'AA (Piper et al., 1983; Piper et Galton, 1984) tandis que 
la synthèse de L TB4 par les CE bovines et de lapins est controversée 
(Jackson et al., 1986; Doukas et al., 1988; Simon et al., 1989; Nolan 
et al., 1990). Il a également été rapporté que les CE humaines 
peuvent synthétisées L T84 en présence de L TA4 mais elles ne 
produisent pas de L T84 à partir d'AA (Johnson et al., 1985; Claesson 
et Haeggstrëm, 1988; Doukas et al., 1988; lbe et Campbell, 1988). 
Ainsi, certains auteurs suggèrent que les CE humaines, à défaut de ne 
pas avoir de 5-lipoxygénase, pourraient utiliser le L TA4 en 
provenance des neutrophiles ou des monocytes et le convertir en 
L T84, C4, D4 et E4 (Claesson et Haeggstrëm, 1988; lbe et Campbell, 
1988; Renkonen et Ustinov, 1990). De plus, les CE humaines peuvent 
dégrader L TA4, C4 et D4 (Johnson et al., 1985). Cette activité 
pourrait réduire les activités biologiques des L Ts à l'intérieur d'un 
site inflammatoire local et diminuer les réactions inflammatoires 
(Johnson et al., 1985). 
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Pour obtenir leurs effets, les L Ts se fixent à des récepteurs 
spécifiques membranaires couplés à une protéine régulatrice 
sensible au GTP. Les signaux déclenchés par la liaison du L TB4 
semblent être le plus souvent transmis par l'activation de la PLC qui 
stimule le cycle des phosphoinositides et la synthèse de second 
messagers intracellulaires tels IP3 et DAG (Muller et Bonne, 1989). 
D'autres mécanismes peuvent être utilisés tels que le couplage à 
l'adénylate cyclase où l'augmentation de la concentration 
intracellulaire de l'AMPc par le L TB4 peut être interprétée comme un 
mécanisme de rétrocontrôle négatif (Claesson et Feinmark, 1984). Il 
a également été suggéré que le L TB4 pourrait agir par simple effet 
ionophore calcique (Serhan et al., 1982). 
Des récepteurs spécifiques pour L TB4 sur les neutrophiles ont 
déjà été identifiés (Goldman et Goetzl, 1982). Il en existe 2 types: 
l'un de faible et l'autre de haute affinité (Goldman et Goetzl, 1984). 
Les CE, bien qu'elles possèdent des récepteurs spécifiques pour le 
L TC4 (Modat et al., 1987; Muller et al., 1987a), il n'est pas connu si 
les CE expriment le récepteur pour le L TB4 (Gimbrone et al., 1984; 
Palmblad et al., 1990). Néanmoins de nombreuses études de l'effet 
de L T84 sur l'endothélium sont connues incluant la stimulation de 
production de PGs (Johnson et al., 1985), l'augmentation d'adhérence 
des CE aux neutrophiles (Gimbrone et al., 1984; Palmblad et al., 
1990) et aux lymphocytes (Renkonen et al., 1988; Renkonen et 
Ustinov, 1990) ce qui indique que les CE ont les éléments nécessaire 
pour répondre au L TB4. 
1.3.4 mE 
Le TNF est un polypeptide originalement identifié dans le 
sérum de souris infectées avec le bacille Calmette Guérin (BCG) où il 
était le médiateur de nécrose des tumeurs transplantées chez 
l'animal (revue: Beutler et Cerami, 1987; Le et Vilcek, 1987; 
Mantovani et Dejana, 1989; Camussi et al., 1991; Jaattela, 1991). 
L'effet net biologique du TNF pour l'hôte (qu'il soit bénéfique ou 
nuisible) dépend de sa concentration relative, de la présence de 
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récepteurs sur les cellules-cibles, de la durée d'exposition des 
cellules à cette cytokine et de la présence d'autres médiateurs qui 
peuvent agir en synergie avec le TNFcx (Camussi et al., 1991 ). Une 
production persistante de TNFcx peut affecter le métabolisme des 
lipides et provoquer la cachectie (Beutler et Cerami, 1986) d'où son 
autre nom: cachectine. Ce facteur peut également être impliqué dans 
le choc septique (endotoxémique), être pyrogénique (Dinarello et al., 
1986) ou encore être cytotoxique ou cytostatique pour certaines 
cellules tumorales. 
Dans l'inflammation, le TNF est chimiotactique pour les 
monocytes et les PMN; il stimule la phagocytose, l'adhérence à 
l'endothélium et la production de superoxyde par ces cellules; il 
induit aussi une activité procoagulante par les CE en culture 
(Camussi et al., 1991). Le TNF peut favoriser la prolifération des 
fibroblastes (Vilcek et al., 1986), augmenter l'expression de MHC 
classe 1 chez les CE (Wedgwood et al., 1988) ainsi que moduler 
plusieurs fonctions des CE, incluant l'augmentation de perméabilité 
(Brett et al., 1991; Royall et al., 1989) et la production d'autres 
cytokines telles l'IL-1 (Nawroth et al., 1986) et le GM-CSF (Camussi 
et al., 1991). 
Les monocytes/macrophages sont considérés comme la source 
majeure de TNFcx (Jaattela, et al., 1991) mais d'autres types 
cellulaires en produisent, tels que les lymphocytes, les PMNs les 
mastocytes et les cellules NK (Camussi et al., 1991; Jaattela et al., 
1991). 
Le TNF humain est une protéine non glycosylée de 157 a.a. avec 
un PM de 17 kDa (Le et Vilcek, 1987) qui est dérivé d'un précurseur 
(préTNF) de Mr de 26kDa. Le TNF est sécrété par clivage des 76 a.a. 
additionnels du propeptide attachés du côté N-terminal (Dreyfus, 
1988). Le TNFcx n'est pas entreposé dans la cellule mais est plutôt 
synthétisé de novo à la suite d'une activation cellulaire (Beutler et 
al., 1986). La séquence en acides aminés (a.a.) du TNF est hautement 
conservée d'une espèce à l'autre (Le et Vilcek, 1987) et sa partie 
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carboxy terminale est essentielle à son activité biologique (Camussi 
et al., 1991 ). Le TNF peut aussi rester associé à la membrane. 
L'IL-1, une autre cytokine principalement synthétisée par les 
monocytes/macrophages, possède plusieurs activités qui sont 
semblables à celles du TNF, incluant la synthèse de PGl2, l'induction 
de fièvre, la synthèse de facteurs hématopoïétiques et 
l'augmentation de perméabilité vasculaire (Last-Barney et al., 1988). 
Dans certains cas, l'IL-1 agit en synergie avec le TNF tel que dans 
l'induction de synthèse d'IL-1 par les CE (Howells et al., 1988) et 
dans la production de PGE2 (Last-Barney et al., 1988). L'IL-1 et le 
TNF n'ont pas d'effet immédiat sur les CE. Ceci implique donc que la 
synthèse protéique est nécessaire dans la régulation de la réponse 
aux différents stimuli (Pohlman et Harlan, 1989). 
L'IL-1 et le TNFcx sont de puissant inducteurs de synthèse de 
PAF par les CE (Bussolino et al., 1986; 1987; Camussi et al., 1987; 
Bussolino et al., 1988). Les CE possèdent des sites de liaison 
saturable et de haute affinité pour le TNF (Nawroth et al., 1986) qui 
sont au nombre de 1500/cellule (Nawroth et al., 1986). L'activité du 
TN Fcx sur la production de PAF par les CE est très lente et n'est 
obtenue qu'après plusieurs heures, contrairement à la thrombine avec 
laquelle l'effet maximal est obtenu après 1 O à 15 minutes (Prescott 
et al., 1984; Camussi et al., 1987; Bussolino et al., 1988). La longue 
période nécessaire au TNF pour activer l'acétyl transférase et 
permettre la conversion de lyse PAF en PAF exclue une action directe 
sur cette enzyme, ce qui suggère l'activation d'une étape biochimique 
intermédiaire (Bussolino et al., 1988). Ceci a été confirmé par le 
traitement des CE avec des inhibiteurs de synthèse protéique ou de 
transcription d'ARN (cycloheximide ou actinomycine D) qui inhibent 
la production de PAF stimulée par le TNF (Bussolino et al., 1988). 
Bien que le TNF stimule la synthèse d'IL-1 par les CE (Libby et al., 
1986), l'induction de la synthèse de PAF n'est pas médiée par le 
relâchement d'IL-1. L'IL-1 pourrait néanmoins servir comme 
médiateur intracellulaire (Bussolino et al., 1988). 
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En dépit de plusieurs similarités dans leurs activités 
biologiques, le TNF et l'IL-1 possèdent leurs propres récepteurs 
puisqu'il n'y a aucune compétition entre les deux cytokines pour la 
liaison à leurs récepteurs respectifs (Le et Vilcek, 1987). 
Il existe deux récepteurs différents pour le TNF (Camussi et 
al., 1991; Chouaib et al., 1991; Tartaglia et al., 1991; Tartaglia et 
Goeddel, 1992). L'un des récepteurs est une protéine de 55-60 kDa 
avec 426 a.a. que l'on a appelé TR60 ou TNF R-1, alors que l'autre a un 
Mr de 75 -80 kDa et est appelé TR80 ou TNF R-2. Ces 2 protéines 
sont coexprimées dans la plupart des lignées cellulaires mais dans 
des proportions différentes (Schütze et al., 1992; Tartaglia et 
Goeddel 1992). Il semble, d'après Tartaglia et coll., que l'affinité du 
TNF pour le TNF R-2 soit plus élevée que pour le TNF R-1 (Tartaglia 
et Goeddel, 1992) et que les 2 types de récepteurs aient la capacité 
de transmettre le signal et d'obtenir des réponses différentes. 
Schütze et coll. proposent pour leur part que le TR60 est essentiel à 
la transduction du signal tandis que le rôle jonctionnel de TR80 
resterait à être élucider (Schütze et al., 1992). Les voies post 
réceptorielles de la transduction du signal TNF sont nombreuses. 
Parmi celles-ci on retrouve: L'implication des protéines G sensibles 
à l'exotoxine de Bordetella pertussis; l'activation de l'adénylate 
cyclase et de la PLA2 menant à la production d'AA; l'activation de la 
PLC ; la stimulation de protéines kinases de types Thr/Ser et Tyr 
kinases. Les produits de la PLC active par la suite la PKC (provoque 
sa translocation du cytosol à la membrane) (Schiitze et al., 1990). 
Les facteurs de transcription impliqués dans ce système seraient le 
N FK:B et le complexe AP-1 (Camussi et al., 1991; Jaattela, 1991; 
Schütze et al., 1991; Schütze et al., 1992). 
1 .3 .5 l.L:..6. 
L'IL-6 est une cytokine multifonctionnelle initialement décrite 
comme une protéine inductible de 26kDa, dérivée des fibroblastes et 
possédant une activité antivirale (Weissenbach et al., 1980). Elle 
fut ensuite nommée sous différents noms en rapport avec son 
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activité tel que: le facteur de croissance des cellules B humaines 
dérivé des monocytes, l'interféron-~2 (IFN ~2) (Weissenbach et al., 
1980), le facteur stimulateur des cellules B (BSF-2) (Muraguchi et 
al., 1985; Hirano et al., 1986), le facteur de croissance des 
hybridomes/plasmocytomes (HPGF) (Van Damme et al., 1987) et le 
facteur stimulateur des hépatocytes (HSF) (Gauldie et al., 1987). 
Des études de clonage moléculaire ont démontré que toutes ces 
molécules sont identiques (Sehgal et al., 1987). 
Il a été rapporté que l'IL-6 possède un large spectre d'activités 
biologiques (Wong et Clark, 1988), dont certaines sont partagées 
avec d'autres cytokines. Parmi celles-ci on retrouve l'habilité, en 
présence d'IL-1 et/ou de TNF, d'augmenter la production de 
différentes protéines plasmatiques de phase aigüe par les 
hépatocytes (Perlmutter et al., 1986; Baumann et al., 1987; Geiger et 
al., 1988; Ramadori et al., 1988). En synergie avec l'IL-1, l'IL-6 
stimule la production d'IL-2, la prolifération des cellules T 
périphériques (Houssiau et al., 1988; Holsti et Raulet, 1989) et la 
différenciation terminale des cellules 8 pour la synthèse d'lg 
(Muraguchi et al., 1985; Kishimoto, 1987; Vink et al., 1988). De plus 
en synergie avec l'IL-3, l'IL-6 augmente la prolifération des cellules 
souches hématopoïétiques multi-potentielles (lkebuchi et al., 1987). 
Les maladies autoimmunes sont caractérisées par une 
hyperactivation des cellules B et une production d'autoanticorps 
variés (Hirano et al., 1989). Favorisant l'induction de la synthèse 
d'lg par les lymphocytes B et étant également retrouvée dans le 
sérum et le liquide synovial de patients avec l'arthrite rheumatoide, 
on suggère que l'IL-6 serait une des cytokines responsable de ces 
maladies (Hirano et al., 1988; Houssiau et al., 1988a; Guerne et al., 
1989; Hirano et al., 1989). La source majeure de cette activité IL-6 
serait probablement les monocytes (Hirano et al., 1988, Houssiau et 
al., 1988a; Guerne et al., 1989). 
L'IL-6 est produite par plusieurs types cellulaires incluant les 
monocytes ou les macrophages (Sauer et al., 1988; Ray et al., 1988; 
Tosato et al., 1988; Van Damme et al., 1988; Navarre et al., 1989), 
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les fibroblastes (Content et al., 1982), les cellules T (faiblement), 
les lymphocytes B (Wolvekamp et Marquet, 1990) et les CE (Ray et 
al., 1988; Jirik et al., 1989; Shalaby et al., 1989; Sironi et al., 1989). 
Une fois synthétisée, l'IL-6, tout comme le TNF et l'IL-1 ~, est 
sécrétée à l'extérieur de la cellule et n'est pas associée à la 
membrane comme l'IL-1 ex et le PAF (Loppnow et Libby, 1989; 
Schindler et al., 1990). 
La régulation de l'expression de l'IL-6 a été étudiée dans 
plusieurs types cellulaires. Sa production par les monocytes peut 
être induite par le LPS (Sauer et al., 1988; Horii et al., 1988; Shalaby 
et al., 1989a; Tosato et Jones, 1990), l'IL-1 (Shalaby et al., 1989a; 
Tosato et Jones, 1990), le TNF (Horii et al., 1988; Shalaby et al., 
1989a; Tosato et Jones, 1990), l'IL-2 (Mussa et al., 1992) et 
l'adhérence au plastique (Navarre et al., 1989). L'IFNy seul est 
incapable d'augmenter la production d'IL-6 mais potentie l'effet du 
LPS (Cheung et al., 1990), par opposition à l'IL-4 et à la 
dexamethasone qui bloquent l'effet du LPS (Cheung et al., 1990; Lee 
et al., 1990; Waage et al., 1990). 
Chez les CE, la production d'IL-6 peut être augmentée par l'IL-1 
(Jirik et al., 1989; Loppnow et Libby, 1989; May et al., 1989; ; Sironi 
et al., 1989), l'IL-4 (Howells et al., 1991 ), le LPS (Jirik et al., 1989; 
May et al., 1989), le TNFcx (Jirik et al., 1989; May et al., 1989) et 
l'IFNy, lorsque utilisé en conjugaison avec le TNF, l'IL-1, le LPS ou 
l'IL-4 (Shalaby et al., 1989b; Leeuwenberg et al., 1990; Howells et 
al., 1991 ). Les glucocorticoïdes (dexamethasone et cortisol) et le 
TG F~ ont pour leur part un effet inhibiteur sur la production d'IL-6 
par les CE stimulées avec IL-1 ou TNF (Shalaby et al., 1989b; Waage 
et al., 1990). Cette activité inhibitrice s'effectue par la 
dexamethasone au niveau transcriptionnel (Waage et al., 1990), 
tandis que le TGF~ agit probablement en diminuant l'expression des 
récepteurs d'IL-1 ou du TNF à la surface des CE (Shalaby et al., 
1989b). 
On constate que plusieurs signaux extracellulaires sont 
capables d'activer les voies de synthèse de l'IL-6. Au niveau 
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intracellulaire, des agents qui activent la PKC (PMA), qui augmentent 
le niveau de calcium (A23187) ou encore qui stimulent les voies 
dépendante de l'AMPc (dbcAMP, forskoline, 3 isobutyl 
méthylxanthine) sont capables d'activer le gène de l'IL-6 (Ray et al., 
1988; Zhang et al., 1988; Wolvekamp et Marquet, 1990). Le gène de 
l'IL-6 est de Skb avec 5 exons et 4 introns; son promoteur est 
rapidement stimulé par d'autres cytokines telles que l'IL-1 et le TNF 
(Hirano et al., 1990). Apparemment, ces cytokines activent 
l'expression du gène de l'IL-6 par des mécanismes qui impliquent 
l'activation de la liaison d'un facteur nucléaire à une séquence de 
type KB (Zhang et al., 1990). 
Jusqu'en 1987, aucune information n'était disponible sur le 
récepteur de l'IL-6 (IL-6R). Depuis, bien que le faible nombre de IL-
6R à la surface des cellules rendait son isolation et sa 
caractérisation difficile, le IL-6R a été cloné (Yamasaki et al., 
1988). Il s'agit d'une molécule de 80kDa composée de 449 a.a., 
appartenant à la famille des récepteurs des cytokines, et dont le 
domaine intracytoplasmique n'est pas essentiel à la transduction du 
signal (Yamasaki et al., 1988; Hirano et al., 1990; Hirano, 1992). 
L'IL-6 se lie tout d'abord à son récepteur à la surface de la cellule 
comme toutes les autres hormones peptidiques. Cependant, 
contrairement à la plupart des autres récepteurs hormonaux, l'IL-6R 
ne semble pas propager le signal par l'une des 2 voies majeures bien 
connues, soit la voie des récepteurs associés à une protéine G et la 
voie des récepteurs avec une activité tyrosine kinase (Hirano et al., 
1989; Taga et al., 1989; Fey et al., 1991 ). Le clonage du IL-6R révèle 
de plus que sa portion intracytoplasmique ne possède pas de domaine 
tyrosine kinase ni d'homologie avec d'autres protéines fonctionnelles 
connues (Yamasaki et al., 1988), ce qui suggère que la transduction 
du signal de l'IL-6 pourrait être médiée par une autre molécule 
associée avec IL-6R. Taga et coll. ont démontré en 1989 que la 
liaison de IL-6 à son récepteur déclenche l'association de IL-6R à 
une glycoprotéine membranaire gp130, et que cette dernière 
transmet le signal dans le cytoplasme (Hirano et al., 1990). Les 
auteurs suggèrent que la liaison de l'IL-6 à son récepteur pourrait 
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changer la conformation de ce récepteur et ainsi être reconnu par la 
gp130. Il est proposé que la protéine gp130 pourrait servir de 
transducteur et d'amplificateur de signal pour les ligands dont les 
récepteurs ne sont pas abondants à la surface de la cellule (Taga et 
al., 1989). Des analyses Scatchard du IL-6R ont démontré la 
présence des récepteurs de faible et de haute affinités (Hirano et al., 
1989). En 1990, Hibi et coll. ont constaté qu'une cellule transfectée 
avec l'ADNc de IL-6R exprime principalement des sites de liaison de 
faible affinité pour IL-6, alors qu'une cotransfection de l'ADNc de IL-
6R et de gp130 permet une augmentation des sites de liaison de 
haute affinité. Ceci démontre que gp130 est impliqué dans la 
formation des sites de liaison de haute affinité pour l'IL-6 (Hirano, 
1992). 
1.3.6 GM-CSF 
Les CSE sont un groupe de facteurs régulateurs, incluant G-, M, 
et GM-CSE, qui permettent la différenciation des cellules souches 
hématopoïétiques en granulocytes et macrophages matures 
(Morrissey et al., 1989; revue: Gasson, 1991 ). L'action de ces 
glycoprotéines n'est toutefois pas restreinte aux cellules d'origines 
hématopoïétiques. 
En effet, le GM-CSE humain, de Mr de 22kD, stimule la 
production d'IL-1 et de TNE par les monocytes/macrophages, et 
augmente leur niveau d'expression de MHC classe Il, favorisant leur 
fonction de cellule accessoire et leur capacité à présenter 
l'antigène. Le GM-CSE favorise aussi l'adhérence des monocytes aux 
CE (Gambie et al., 1989; Morrissey et al., 1989; Smith et al., 1990; 
Danis et al., 1991 ). De plus, le GM-CSF augmente les fonctions des 
granulocytes incluant le métabolisme oxydatif, la production de 
L TB4 (Gasson, 1991) et la phagocytose des microorganismes et 
inhibe la migration des neutrophiles favorisant une rétention locale 
de ces cellules (Broudy et al., 1987a). L'effet du GM-CSE sur la 
prolifération et la migration des CE est controversée. Certains 
auteurs démontrent que ce facteur induit la prolifération et la 
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migration des CE (Bussolino et al., 1989; Bussolino et al., 1991) par 
opposition à d'autres qui affirment que le GM-CSF n'a aucun effet à 
ce niveau (Yang et al., 1991 ). 
Le GM-CSF peut être synthétisé par une variété de types 
cellulaires en réponse à différentes stimulations, incluant les 
lymphocytes T (Cline et Golde, 1974), les monocytes/macrophages 
(Thorens et al., 1987), les mastocytes (Wodnar-Filipowicz et al., 
1989) et les fibroblastes (Munker et al., 1986). Les CE ont 
également la capacité de synthétiser du GM-CSF (Bagby et al., 1983) 
lorsqu'elles sont stimulées avec, entre autres, l'IL-1 (Bagby et al., 
1 986; Broudy et al., 1987; Segal et al., 1987; Sieff et al., 1987; 
Fibbe et al., 1989) et le TNF (Broudy et al., 1986; Munker et al., 
1986). 
Les récepteurs du GM-CSF murin et humain ont été caractérisés 
et clonés (Park et al., 1986; Gearing et al., 1989). Le GM-CSF R 
humain a un Mr qui est estimé à 84 kD; il ne possède pas de domaine 
tyrosine kinase et ne démontre pas d'homologie avec les membres de 
la famille des lg mais a des homologies avec le récepteur de l'IL-6 
(DiPersio et al., 1988). Les GM-CSF R sont présents en faible 
nombre, soit quelques centaines par cellule, sur les monocytes, 
neutrophiles et éosinophiles (DiPersio et al., 1988). Des analyses 
Scatchard révèlent qu'il existe deux classes de sites de liaison: l'une 
de faible et l'autre de haute affinité. D'après Bussolino et coll. 
(Bussolino et al., 1989), les CE possèdent des récepteurs de haute 
affinité pour le GM-CSF qui sont au nombre de 400/cellule. Après la 
liaison du GM-CSF à son récepteur à la surface des CE, on observe une 
séquence de différents évènements incluant une augmentation du pH 
intracellulaire (Bussolino et al., 1989a) et une expression du 
protooncogène c-fos (Bussolino et al., 1989), suivie d'une migration 
et prolifération cellulaire (Bussolino et al., 1989). Ainsi il semble 
qu'en plus d'être un facteur de croissance pour les cellules souches 
hématopoïétiques, le GM-CSF agit également sur les cellules 
matures du système immunitaire. 
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1.4 Objectifs de travail: 
L'inflammation est un phénomène qui se retrouve 
principalement dans les tissus extravasculaires. Les leucocytes 
doivent en tout premier lieu entrer en contact avec l'endothélium. 
Dès lors une réaction en chaîne s'ensuit: L'augmentation de molécules 
d'adhérence à la surface des cellules, la synthèse et la libération de 
différents médiateurs protéiques (cytokines) et inflammatoires 
(PAF, L T s. PGs), ainsi que l'adhérence et la migration des leucocytes. 
Au fil des années, grâce à une meilleure connaissance dans ce 
domaine, la liste des facteurs libérés s'allonge et les interactions 
intercellulaires se complexifient. 
Le TNFcx. est une cytokine produite par les monocytes qui a la 
capacité de stimuler la synthèse de PAF. Nos études antérieures 
(mémoire de maîtrise) démontrent que les CE, sous stimulation avec 
le TNF, favorisent la suppression de la prolifération des leucocytes 
mononucléaires du sang périphérique (PBML). Cette suppression 
semble être causée par la synthèse de PAF par les CE puisque la 
suppression est rétablie en présence d'antagoniste du récepteur du 
PAF. De plus, le traitement des CE avec l'indométhacine en 
combinaison avec le TNF engendre une suppression plus importante 
de la prolifération des PBML. Ceci suggéra que les prostaglandines 
auraient un rôle inhibiteur sur la synthèse de PAF par les CE. Nos 
résultats suggèrent également que les monocytes auraient un rôle 
important dans l'interaction des CE avec les PBML puisqu'en absence 
de ces monocytes, nous assistons à l'abolition de la suppression de 
la prolifération lymphocytaire. 
Dans un premier temps, nous avons représenter dans un 
système in vitro, l'interaction des CE avec les monocytes et les 
lymphocytes en condition normale et inflammatoire. Lors du 
processus d'adhérence entre l'endothélium vasculaire et les 
leucocytes, différents composés sont impliqués. Qu'ils proviennent 
des CE, des monocytes ou encore des lymphocytes, la participation de 
ces facteurs est essentielle. Parmi ceux-ci on retrouve l'IFNy, le 
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PAF et le L TB4. Pour faire suite à nos études précédentes, l'effet de 
ces stimuli sur les CE sera visualisé par la suppression de la 
prolifération des lymphocytes. Ces trois composés s'avèreront 
d'ailleurs très intéressant puisque ce sont de puissants facteurs qui 
possèdent de multiples fonctions immunitaires. 
Dans un deuxième temps, l'approche consistera à examiner 
l'interaction entre 2 populations cellulaires, impliquant les 
monocytes et les CE, afin d'élucider le rôle de chacune dans notre 
système. 
Dans un dernier temps, le projet portera uniquement sur le rôle 
des CE. Notre projet sera concentré non seulement au niveau 
cellulaire, incluant la synthèse et la libération de facteurs, mais 
également au niveau moléculaire. 
Toutes ces étapes seront analysées dans le but de mieux 
comprendre la relation existante entre l'endothélium vasculaire et le 
système immunitaire. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 
2 .1 Milieux de culture 
Le milieu lscove (Flow, McLean, Virginia, USA) est supplémenté 
en streptomycine (200 µg/ml) (A & H, Montréal, Qué), pénicilline 
(167 U/ml) (Crystapen, Glaxo Company, Montréal, Qué) et 
amphotéricine B (4 µg/ml) (Squibb, Montréal, Qué). 
Les milieux RPMI 1640 et DMEM (Flow, McLean, Virginia, USA) 
sont pour leur part supplémentés en gentamicine (40 µg/ml) 
(Schering Canada lnc., Pointe Claire, Qué). 
2.2 Produits utilisés 
Le PAF (Sachem Fine Chemicals, Torrance, CA) est dissout dans 
l'éthanol puis dilué dans du milieu lscove contenant 0.25o/o BSA. 
- Le L TB4 fourni par le Dr A.W. Ford Hutchinson (Merck-Frosst, 
Kirkland, Canada), est dissout dans le méthanol puis resuspendu dans 
du milieu lscove. 
- L'IFNy recombinant (Amgen Biologicals) et le TNFcx recombinant 
(Amersham) sont dilués dans du milieu lscove. 
- L'indométhacine (Sigma Chemical Co), un inhibiteur de la 
cyclooxygénase, est dissout dans l'éthanol puis diluée dans du PBS à 
une concentration de 1 mg/ml. Les dilutions subséquentes sont 
effectuées dans du milieu lscove. 
- La CHX (Sigma Chemical Co), un inhibiteur de synthèse protéique, 
est directement dissout dans le milieu lscove. 
Antagonistes du récepteur du PAF: 
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- Le SN 52021, fourni par le Dr Pierre Braquet (IHB-IPSEN, Le Plessis 
Robinson, France), est dissout d'abord dans du NaOH O.SN puis dans du 
HCI 0.1 N et est ensuite dilué dans du PBS. 
- Le WEB 2086 est fourni par le Dr Hubert Heuer (Boehringer, · 
lngelheim, FRG). Sa dissolution consiste en une sonication dans du 
milieu lscove. 
- Le WEB 2170 (Boehringer, lngelheim, FRG) est tout simplement 
dissout dans du milieu lscove. 
2.3 Culture des cellules 
2.3.1 Lignée cellulaire BHK 
Les cellules BHK sont des cellules adhérentes qui ont la 
propriété de sécréter de la fibronectine. Ces cellules sont cultivées 
dans des flacons de 75cm2 (Falcon, Becton Dickinson, Oxnard, CA) 
avec le milieu DMEM qui contient 5o/o CSS et 80µg/ml de gentamicine. 
Cette lignée cellulaire est maintenue à 37°C dans une atmosphère 
composée de 95% d'02 et 5°/o C02. Lorsque les cellules atteignent la 
confluence, elles sont rincées avec du versène (EDTA disodique 
5X 1 o-4 M) (Sigma Chemical Company, St-Louis, MO, USA) puis 
décollées à l'aide d'une solution de versène contenant 0.05°/o de 
trypsine (trypsine: 2.5% Gibco Grand Island, N.Y.) et passées 1 :5, 2 
fois par semaine. Dans le cas où l'on utilise les flacons de 
fibronectine pour la séparation des lymphocytes et des monocytes, 
les cellules BHK sont détachées avec une solution de 0.01 M de EDTA 
monosodique (Douglas et al., 1981 ). 
2.3.2 Lignée cellulaire 89 
La lignée 89 est un hybridome murin dont la croissance est 
dépendante d'IL-6 exogène. Ce sont des cellules en suspension qui 
sont cultivées dans des flacons de 25 cm2 (Falcon, Becton Dickinson, 
Oxnard, CA) dans un milieu RPMI 1640 contenant 5% FBS (Flow, 
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McLean, Virginia, USA), 5X1 o-4 M de mercaptoéthanol et 5% de 
surnageant de cellules IMR (fibroblastes humains) qui contient de 
l'IL-6. Ces cellules sont incubées à 37°C dans une atmosphère 
contenant 95% 02, 5°/o C02 puis diluées 1 :12, 2 fois par semaine. 
2 .4 Techniques expérimentales 
2.4.1 Isolation des cellules endothéliales du cordon ombilical humain 
Les méthodes utilisées, avec quelques modifications, sont 
celles de Jaffa et coll. (1973) ainsi que celles de Moraes et Stastny 
(1977). Les cordons proviennent d'accouchements normaux. Ils sont 
utilisés moins de 24h après l'accouchement. 
La méthode consiste tout d'abord à faire pénétrer, dans chaque 
extrémité de la veine du cordon, un petit tube de verre auquel on a 
préalablement attaché un petit tube de caoutchouc. Une fois cette 
étape effectuée, on attache à ce petit tube de caoutchouc une 
seringue de 60 ml et celle-ci est finalement suspendue à un statif. 
L'autre extrémité du cordon ombilical se retrouve dans un bécher 
(photo page suivante). 
On débute l'isolation en lavant la lumière de la veine avec 1 OO 
ml de PBS 1x (composition en annexe) puis on rince avec 50 ml de 
EDT A disodique (5X1 o-4 M) ce qui permet de préparer les CE. A l'aide 
d'une pince hémostatique, on bloque une extrémité du cordon 
ombilical puis 15 à 25 ml de collagénase type V 0.2°/o (Sigma, St-
Louis, USA) est ajoutée dans la veine. L'autre extrémité du cordon 
est également fermée avec une autre pince hémostatique. On procède 
par la suite à une incubation de 20 min à 37°C dans un bécher fermé, 
stérile contenant une quantité de saline stérile suffisante pour 
recouvrir le cordon ombilical. 
Après l'incubation, les CE sont récupérées dans un tube de 50 
ml contenant 10 ml de milieu lscove et 1 Oo/o FBS. Les cellules sont 
ensuite centrifugées à 2 reprises à 400xg durant 1 O min. Le 
surnageant est jeté puis les CE sont resuspendues dans du milieu 
lscove 1 Oo/o FBS qui contient également un facteur de croissance le 
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Modèle utilisé pour l'isolation des cellules endothéliales de la veine du 
cordon ombilical humain. 
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CR-ECGS (37.5 µg/ml) (Collaborative Research lnc., Lexington). Les 
CE sont cultivées dans un flacon de 75 cm2 non prétraité (Falcon 
Oxnard, California) et sont incubées à 37°C dans une atmosphère 
contenant 95°/o 02 et 5o/o C02. 
2.4.2 Trypsjnjsatjon des cellules endothéliales 
Une fois la confluence atteinte, les CE sont rincées 1 fois avec 
du versène 1 x (EDTA disodique (5X1 o-4 M)) puis décollées avec une 
solution de versène 1 x contenant 0.05% trypsine. Les CE sont ensuite 
centrifugées 300xg, 15 min et resuspendues dans du milieu lscove 
10°/o FBS et 37.5µg/ml de CR-ECGS. Les CE sont passées 1:10 dans 
des flacons de 75 cm2 qui possèdent cette fois-ci une surface 
recouverte de gélatine 0.1 % (Sigma Chemical Co, St-Louis, MO, USA) 
(Dejana et al., 1987). A confluence, ces CE sont utilisées dans les 
expériences qui vont suivre. 
2.4.3 Détection des cellules endothéliales par la méthode 
d'jmmunofluorescence 
Les CE sont décollées du flacon, centrifugées et le culot est 
resuspendu sans ajout de milieu. Aux CE (5x105 à 1x106 cellules), 
on ajoute 20 µI d'anti facteur VIII de lapin (anticorps de l'antigène 
associé au facteur VIII) (Calbiochem Behring, La Jalla, California) et 
on incube durant 1 h sur glace. On lave ensuite les cellules à 2 
reprises à 200xg durant 15 min. On resuspend le culot, toujours sans 
ajouter de milieu, puis on ajoute 1 OO µI d'lg de mouton anti-lg de 
lapin marqué à l'isothiocyanate de fluorescéine (ITCF) dilué à 10% 
(Cappel Laboratories, Cochranville, USA). Les cellules sont alors 
incubées 30 min sur la glace, suivi de 3 lavages successifs à 200xg 
durant 5 min. Le culot est par la suite resuspendu et observé au 
microscope à immunofluorescence. Ce microscope (ZEISS) utilisé 
avec lumière transmise, possède comme source lumineuse une lampe 
UV au mercure HBO 200W/4. Le filtre d'excitation est un BG12 et le 
filtre d'arrêt est de 500mµ. 
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2.4.4 Isolation des PBML du sang humain 
Les PBML du sang périphérique humain sont isolés par une 
centrifugation sur gradient de Ficoll-Hypaque (Ficoll 400, 
Pharmacia, Uppsala, Suède; Hypaque sodium, Winthrop Laboratories, 
Aurora, Ontario) de densité 1.077 à 400xg durant 30 min (Boyüm, 
1968). Les PBML sont ensuite recueillis à l'interface puis soumis à 
des lavages successifs avec du PBS: L'un à 400xg, 20 min et les 2 
autres à 300xg, 1 O min, ceci dans le but d'enlever l'excédant de 
Ficoll. Les cellules mononucléaires obtenues consistent en 80 à 95% 
de lymphocytes, 5 à 20°/o de monocytes et moins de 1°/o de 
neutrophiles. 
2.4.5 Séparation des lymphocytes et des monocytes 
Les PBML (30 à 40X1 os cellules) sont distribués dans des 
flacons dont la surface est recouverte de fibronectine et sont 
incubés à 37°C pour une période de 45 min à 1 h. Les monocytes, par 
opposition aux lymphocytes, ont la propriété d'adhérer sur la 
fibronectine. On obtient ainsi, un surnageant qui contient les 
lymphocytes avec moins de 2°/o de monocytes. Les monocytes adhérés 
sont récupérés à l'aide d'une étape supplémentaire qui consiste à 
incuber les monocytes avec une solution (1 :1) de milieu DMEM:EDTA 
monosodique durant 15 min à 37°C. 
2.4.6 Vérificatjon de la pureté des lymphocytes et des monocytes 
Suite à la séparation des lymphocytes et des monocytes, ces 
cellules sont récupérées et l'on procède à une vérification de leur 
pureté par examen morphologique. Les cellules sont déposées sur 
une lame par centrifugation (Cytospin, Shandon, Southern). La lame 
est par la suite colorée avec une solution de Wright Giemsa (Wright: 
Fisher Scientific, Montréal, Qué; Giemsa: Sigma, St-Louis, Mo, USA) 
puis on procède au décompte des lymphocytes et des monocytes à 
l'aide d'un microscope optique. 
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2.4. 7 Stimulation des cellules endothéliales yjsualjsée par la 
proljfératjon des lymphocytes 
Lorsque les CE ont atteint leur confluence, elles sont 
détachées du flacon et centrifugées à 300xg 1 S min. Elles sont par 
la suite resuspendues dans du milieu lscove 1 Oo/o FBS* et 2X1 os 
cellules/puits sont déposées dans des microplaques de 96 puits à 
fond plat (Limbre, McLean, Virginia, USA). Il s'ensuit un 
prétraitement des CE avec différentes substances ou produits pour 
une période de 18 à 24 h à 37°C. Après cette incubation, les CE, 
formant une monocouche, sont rincées à 2 reprises avec du PBS, puis 
elles sont traitées ou non avec du TNFa. et de l'indométhacine** 
(1 o-6 M) dans du milieu lscove contenant 0.2S0/o BSA pour une période 
de 4 h à 37°C. Les CE sont de nouveau rincées avec du PBS, puis 
incubées 1 h à 37°C avec des monocytes (1 X1 os cellules/puits) dans 
du milieu lscove. A cette coculture, on ajoute les lymphocytes 
autologues (2X1 os cellules/puits), le FBS (10%) et un mitogène, la 
phytohémagglutinine (PHA: O.OS% final) (Difco Laboratories, Détroit, 
Michigan, USA). On laisse ainsi proliférer les lymphocytes pour une 
période de 72 h à 37°C. Après 66 h, 1 µCi de thymidine tritiée 
(3H)TdR (Amersham, Oakville, Ontario) est ajouté à chacun des puits 
de la microplaque afin de mesurer la prolifération cellulaire. 
Celles-ci sont ensuite filtrées (filtreur: Titertek, Skatron, Flow, 
McLean, Virginia, USA) sur des papiers filtres Whatman (Whatman 
Maidstone, England). La radioactivité incorporée par les cellules en 
prolifération se retrouve sur le papier filtre Whatman et est 
mesurée à l'aide d'un compteur bêta (LKB-Wallac, Fisher Scientific, 
Montréal, Qué). 
* pour la stimulation effectuée avec le PAF, le FBS n'est ajouté que 
30 min après le début du prétraitement. 
**Camussi et coll. (1983) ont démontré que la PGl2 prévient la 
production de PAF par les CE. Sachant que ce phospholipide a un rôle 
important à jouer dans la suppression de la prolifération 
lymphocytaire lors de la coculture avec les CE (mémoire de 
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maîtrise), l'indométhacine, un inhibiteur de la cyclooxygénase, a été 
employée. 
2.4.7.1 Suppression de prolifération 
Le o/o de la suppression de prolifération des lymphocytes est 
calculé comme suit: 
1- (cpm expérimental) X 100°/o 
cpm témoin 
2.4.8 Production de surnageant 
La production de l'IL-6 et de GM-CSF par les CE et les 
monocytes nous permet de vérifier la capacité de certains agents 
(incluant PAF et L T84) à stimuler les fonctions endothéliales et 
monocytaires. 
2.4.8.1 Surnageant des cellules endothéliales 
Pour la production de ces facteurs, les CE confluentes sont 
tout d'abord décollées des flacons et centrifugées à 300xg, 15 min. 
Elles sont resuspendues dans du milieu lscove avec 5% FBS et puis 
1 X 1 O 6 de cellules sont distribuées dans des petits tubes en 
polystyrène pour un volume final de 1 ml (Sarstedt, Allemagne). Ces 
CE sont prétraitées avec différents stimuli durant 18 à 24 h à 37°C. 
Après la période d'incubation, les cellules sont lavées à 2 reprises 
avec du PBS et sont stimulées ou non avec du TNFa et de 
l'indométhacine (1 o-6 M) durant 4 h à 37°C dans du milieu lscove 
contenant 0.25% BSA. Les cellules sont lavées à nouveau avec du PBS 
puis incubées dans du milieu lscove avec 5% FBS pour 24 h. Les 
surnageants sont recueillis et congelés à -80°C jusqu'à leur 
utilisation pour les dosages de l'IL-6 et du GM-CSF. 
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2.4.8.2 Surnageant de la coculture des cellules endothéliales et 
des monocytes 
Dans le cas où l'on désire évaluer la production d'IL-6 et de GM-
CSF par la coculture des CE avec des monocytes, nous procédons de 
façon semblable à celle décrite ci-dessus avec néanmoins quelques 
modifications. Nous utilisons 0.2X106 CE/tube plutôt que 1X106 CE. 
Les monocytes sont ajoutés aux CE, après la stimulation de 4 h, et ce 
pour une période de 24 h. A la fin de cette période d'incubation, les 
tubes sont centrifugés à 300xg pour 1 O min, les surnageants sont 
récoltés et congelés à -80°C. 
2.4.8.3 Surnageant des monocytes et des cellules endothéliales 
séparés par la membrane Méthode des "transwells" 
La production d'IL-6 et de GM-CSF par la coculture des 
monocytes avec les CE peut impliquer ou non le contact 
intercellulaire pour la libération de ces facteurs. 





Cette méthode consiste à faire adhérer 0.2X106 CE, prétraitées 
ou non, dans le fond d'une plaque à 24 puits pour une période variant 
de 18 à 24 h. Les CE sont rincées au PBS, stimulées ou non avec du 
T NF a et de l'indométhacine (1 o-6 M) durant 4 h puis lavées de 
nouveau. Jusqu'à présent, la méthode est la même que celle utilisée 
en 2.4.8.2 à la différence qu'ici les manipulations sont effectuées 
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dans des plaques. Par la suite, dans chaque puits contenant des CE 
adhérées, nous y appliquons un autre petit puits appelé "transwell" 
qui est en fait un petit puits suspendu pourvu d'une membrane de 
polycarbonate (pore:0.4µm; Costar, Cambridge, MA) sur laquelle sont 
déposés 1X106 monocytes. De cette façon, le milieu des CE est en 
contact avec celui des monocytes et vice versa sans qu'il y ait pour 
autant un contact intercellulaire. L'incubation se poursuit ainsi pour 
une période de 24 h à 37°C. Les surnageants sont ensuite recueillis 
et conservés à -80°C. 
2.4.9 Dosage des surnageants 
2.4.9.1 Méthode de dosage de l'IL-6 
La quantité d'IL-6 est déterminée à l'aide de tests 
calorimétriques (Mosmann, 1983; Tada et al., 1986). Ce dosage a été 
effectué de deux façons, soit par bioétalonnage, soit par ELISA. 
Le bioétalonnage: 
Le principe de ce test repose sur une mesure proliférative de la 
lignée cellulaire 89 dont la croissance est dépendante de la présence 
d'IL-6 exogène (Lansdorp et al., 1986; Aarden et al., 1987). Cette 
prolifération se mesure par l'utilisation du colorant MTT (sel de 
tétrazolium) qui sous l'action d'une déshydrogénase présente dans 
les cellules vivantes, se transforme en formasan-MTT et nous donne 
une coloration. La méthode consiste à faire, dans des microplaques à 
96 puits, des dilutions 1 /1 O des échantillons à tester ainsi qu'une 
courbe étalon (IL-6 recombinant). Le volume final des dilutions doit 
être de 50 µI. Les cellules 89 sont déposées dans les puits à raison 
de 5X103 cellules dans 50 µI de milieu RPMI 1640 avec 5% F8S et 
5X1 o-5 M de mercaptoéthanol. Les plaques sont incubées à 37°C 
avec 5o/o C02 durant 72 h. On ajoute 20 µI de solution MTT (5 mg/ml 
dans du P8S) par puits suivi d'une incubation de 5 h à 37°C avec 5% 
C02. Par la suite, 1 OO µI d'une solution SOS 10°/o, HCI 0.01 N sont 
ajoutés à chaque puits avant de remettre les plaques à l'incubateur à 
37°C pour un 18 h supplémentaire. La solution HCI 0.01 N; 10°/o SOS 
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permet de solubiliser le colorant et les cellules pour l'obtention 
d'une couleur homogène. Les plaques sont lues avec un lecteur ELISA 
à 595nm. Le nombre d'unités/ml mesuré dans les différents 
échantillons se calcule à partir d'un programme PROBIT. 
2.4.9.2 Méthode de dosage de l'IL-6 et du GM-CSF 
ELISA: (type "SANDWICH") (R & D Systems, Minneapolis) 
Le principe consiste à avoir un anticorps, spécifique pour le 
facteur à doser (IL-6 ou GM-CSF), fixé dans le fond de la plaque. Les 
standards et les échantillons sont déposés dans les puits et incubés 
pour une période de 2 h à la température ambiante. L'IL-6 ou le GM-
CSF présent est alors lié par l'anticorps immobilisé. Après un lavage 
permettant d'enlever toutes les protéines non liées, un anticorps 
spécifique (à IL-6 ou GM-CSF) lié à une enzyme est ajouté dans les 
puits et incubé à température ambiante pour 2 h. De cette façon le 
facteur à doser se retrouve pris en "sandwich" entre les 2 anticorps 
spécifiques. Un autre lavage est fait, cette fois-ci pour enlever 
l'anticorps-enzyme non lié. Le substrat de l'enzyme est ajouté aux 
puits et la couleur se développe en proportion avec la quantité d'IL-6 
ou de GM-CSF présente. Au bout de 20 min, le développement de la 
couleur est arrêté par l'addition d'acide sulfurique 2N. L'intensité de 
la couleur est mesuré à l'aide d'un lecteur ELISA à 450nm et les 
données sont transformées en unités/ml, tel que pour le 
bioétalonnage, par le programme PROBIT. 
2.4.10 
2.4.10.1 
Technjgues d'analyse moléculaire 
Stimulation des cellules endothéliales pour les analyses 
de l'ARNm 
En plus d'observer la synthèse des cytokines libérées par les 
CE, il est également important d'élucider si on observe le même 
phénomène au niveau moléculaire (ARNm). Dans notre cas, 3X106 CE 
sont resuspendues dans 3 ml d'lscove puis sont déposées dans des 
tubes en polypropylène et incubées pour 30 min à 37°C. Le PAF 
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(10- 10 M) est ensuite ajouté aux CE suivi de 5% de FBS, 30 min plus 
tard. Après une incubation de 24 h à 37°C, le surnageant est décanté 
et l'on ajoute aux cellules 1 ml d'lscove avec 0.25% BSA. Les CE sont 
au repos durant 30 min puis stimulées avec TNF (25 U/ml) pour une 
période de 2 h à 37°C. L'incubation terminée, le surnageant est 
décanté et au culot cellulaire on ajoute 2 ml d'une solution D*. 
Les cellules sont homogénéisées au vortex et congelées à 
-80°C jusqu'à l'extraction de l'ARN. La solution D fait éclater les 
cellules et a pour fonction d'empêcher la dégradation de l'ARN par les 
RNases présentes en solution. 
2.4.10.2 Isolation de l'ARN par la méthode d'extraction avec 
l'acide guanidinium thiocyanate-phénol-chloroforme 
A la solution D sont ajoutés: le sodium acétate 2M pH 4.0 
(10:1); le phénol* (1 :1) et le chloro-isoamyl (5:1) (Chomczynski et 
Sacchi, 1987). On agite au vortex puis on laisse sur glace 15 min. 
Les tubes sont centrifugés à 1 O OOOg pendant 20 min à 4°C. Cette 
température est utilisée puisqu'elle diminue les risques de 
dégradation de l'ARN. L'ADN et les protéines se retrouvent dans la 
phase inférieure (phénol) ainsi qu'à l'interface alors que l'ARN est 
contenue dans la phase aqueuse (phase supérieure). A cette dernière, 
prélevée et placée dans un autre tube, on ajoute du 2-propanol (1 :1 ). 
On agite puis on incube durant 1 h à -20°C dans le but de faire 
précipiter l'ARN. On centrifuge de nouveau à 10 OOOxg pour 20 min à 
4°C. Le surnageant est doucement décanté et le culot est dissout 
dans 0.3 ml de solution D. Le culot, transféré dans un tube Eppendorf 
de 1.5 ml, est précipité en ajoutant 1 volume de 2-propanol. On agite 
puis on incube 1 h à -20°C. Les tubes Eppendorfs sont ensuite 
centrifugés 10 min à 4°C. Le surnageant décanté, le culot est 
resuspendu dans 1 ml d'éthanol 75% et est sédimenté 5 min à 4°C 
dans une microcentrifugeuse. Ceci consiste tout simplement en une 
étape de nettoyage. On enlève l'éthanol et le culot est séché 15 min 
à la température ambiante. 
* la composition de cette solution est décrite en annexe. 
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Le culot maintenant sec est resuspendu dans 12 µI d'eau bidistillée 
stérile et est congelé à -80°C. 
2.4.10.3 Dosage et préparation de l'échantillon d'ARN 
Après extraction, l'échantillon est chauffé 1 O min à 65°C puis 
placé sur glace quelques minutes. 
Il est dosé à l'aide d'un spectrophotomètre à 260 nm, longueur 
d'onde utilisée pour doser les acides nucléiques. En fonction des 
résultats obtenus, on utilise 1 Oµg d'ARN auquel on ajoute 1 OµI de 
solution bleue* et 1 µI de bromure d'éthidium*. L'échantillon est 
chauffé 15 min à 68°C puis placé sur glace. Il est maintenant prêt à 
subir sa migration sur le gel. 
2.4.10.4 Migration de l'ARN dénaturée sur gel d'agarose* 
Dans le gel, chaque échantillon est chargé, puis on recouvre 
d'un tampon de migration (MOPS 1 X)*. On laisse migrer à 1 OO volts 
durant 1 h à 1 h 30 min. Après la migration, on prend le gel en photo 
afin de vérifier l'intégrité de l'ARN. Le gel est ensuite baigné dans 
de l'eau bidistillée stérile et l'ARN est transféré sur une membrane 
de nylon N+ (Hybond-N; Amersham) grâce à une solution de NaOH 
0.05N. Le transfert est d'une durée de 3 à 5 h. 
2.4.10.5 Hybridation de la membrane 
L'ADNc (25 ng/ml) qui correspond à l'ARN que l'on veut mesurer, 
par exemple l'IL-6, est diluée dans un volume de 28µ1. Il est 
dénaturé en chauffant à 100°C pendant 5 min et placé sur glace. Par 
la suite l'ADNc est marqué au 32p de façon habituelle. 
La membrane pour sa part est incubée avec agitation dans une 
solution de préhybridation* pour une période de 4 h dans un bain-
marie à 68°C. 
* la composition de cette solution est décrite en annexe. 
46 
La solution de préhybridation est ensuite remplacée par une solution 
d'hybridation* à laquelle on a préalablement ajouté la sonde 
dénaturée. On laisse agiter la membrane dans le bain-marie durant 
toute la nuit toujours à 68°C. Le lendemain, la membrane est lavée à 
3 reprises: tout d'abord pour 20 min à température ambiante sans 
agitation dans une solution de SSC 2X*, puis 60 min avec agitation 
dans le bain-marie à 68°C dans une solution de SSC 0.1X et SOS 0.1°/o. 
Finalement on procède à un dernier lavage de 2 à 3 min à température 
ambiante dans une solution de SSC 0.1 X. 
La membrane est exposée sur un film dans une cassette à 
-80°C pour une période variant de quelques heures à plusieurs jours 
en fonction de l'intensité des signaux. 
La membrane est hybridée de nouveau avec l'ADNc de l'ARNm du 
GAPDH. Ce gène, exprimé de façon constitutive, nous permet de 
vérifier si le chargement de chaque échantillon sur le gel a été 
effectué de façon équivalente. Le rapport de la densité des signaux 
pour l'IL-6 sur celle des signaux de la sonde du GAPDH nous permet 
donc de déterminer exactement les différences existantes entre les 
échantillons stimulés et non stimulés. 
2. 5 Analyse Statistique 
Les résultats exprimés représentent la moyenne des différents 
essais ± l'erreur standard (S.E.M.). Lorsque les stimulations ont été 
effectuées avec plusieurs concentrations d'un même agent, nous 
avons utilisé le test d'analyse de variance. Dans le cas où nous 
n'avons utilisé qu'une concentration du stimulus, l'analyse 
statistique a été calculée à l'aide du test T de STUDENT pour données 
non appariées. Le niveau de probabilité accepté comme 
statistiquement significatif est de p<0.05. 
Il est important de mentionner que les 12 premières figures ne 
possèdent pas d'écart type. Les résultats étant exprimés en données 
transformées et non en données brutes, les écarts types ne 
s'appliquent pas. 
* la composition de cette solution est décrite en annexe. 
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RÉSULTATS 
3 .1 Effet du traitement des cellules endothéliales sur la 
prolifération des lymphocytes 
Lors d'une inflammation, les CE sont activées par la libération 
de différents facteurs qui proviennent majoritairement des 
leucocytes. Dans cette étude, nous avons tout d'abord examiné 
l'effet de l'IFNy sur les fonctions des CE en terme de leur capacité à 
moduler la prolifération des lymphocytes. 
3.1.1 Effet de l'IFNy: 
A la figure 1 a, les CE, prétraitées durant 18h avec l'IFNy (10, 
1 OO et 1000 U/ml), ont été mises en coculture avec des monocytes 
pendant 1 h, suivi de l'ajout des lymphocytes autologues. La 
prolifération des lymphocytes fut ensuite mesurée à 72h à l'aide de 
l'incorporation de la 3H thymidine. Nous remarquons que l'IFNy, à 
toutes les concentrations utilisées, provoque chez la CE une activité 
qui, par l'intermédiaire des monocytes, favorise une suppression de 
la prolifération des lymphocytes de l'ordre de 10 à 15 o/o. Cette 
diminution de prolifération est maximale et significative avec 
l'utilisation de l'IFNy à 1 OO U/ml (p<0.05) par rapport à l'effet de CE 
non stimulées où le % de suppression est de O. 
Dans nos études antérieures, nous avions démontré que les CE 
traitées avec le TNFcx en présence d'indométhacine, un inhibiteur de 
la cyclooxygénase, provoquaient également une suppression de 
prolifération des lymphocytes de l'ordre de 1 Oo/o (figure 1 b). Le TNFcx, 
étant une cytokine principalement libérée par les monocytes, est 
également présent dans les sites inflammatoires. Pour cette raison, 
nous avons prétraité les CE avec de l'IFNy (10, 1 OO et 1000 U/ml) 
durant 18 à 24h suivi d'une incubation de 4h (temps optimal) avec le 
TN Fcx à des concentrations variant de 1 O à 1 OO U/ml (figure 2). Suite 
à ces stimulations, l'activité des CE sur la prolifération des 
lymphocytes a été évaluée. Nous observons que la préincubation des 




















Figure 1 a: 
• 




10 100 1000 
IFN (U/ml) 
Effet du traitement des CE avec l'IFNy, suivi de la coculture avec les 
monocytes, sur la prolifération des lymphocytes. Les résultats sont 
exprimés en % de suppression de prolifération des lymphocytes et 
représentent les moyennes des valeurs obtenues de 11 expériences 
différentes. Les différences significatives sont calculées par rapport au 

























10 25 50 100 
TNF (U/ml) 
Effet de la stimulation des CE avec le TNFa sur la prolifération des 
lymphocytes dans une coculture avec les monocytes. Les résultats sont 
exprimés en % de suppression de prolifération des lymphocytes et 
représentent les moyennes des valeurs obtenues de 7 expériences 
différentes. Les différences significatives sont évaluées en comparant au 
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Figure 2: 
• 
* D . témoin 
[) TNF 10 U/ml 
m TNF 25 U/ml 
111111 TNF 50 U/ml 
Il TNF 100 U/ml 
* p<0.05 
10 100 1000 
IFN (U/ml) 
Effet de la coculture des CE avec les monocytes sur la prolifération des 
lymphocytes lors d'une préincubation des CE avec l'IFNy suivi d'un 
traitement avec le TNFa. et l'indométhacine. Les résultats sont exprimés 
en % de suppression de prolifération des lymphocytes et représentent les 
moyennes de données provenant de 7 à 1 O expériences différentes. Les 
différences significatives sont obtenues par rapport au témoin soit: 
CE+IFNy seul. 
5 1 
suppression de prolifération des lymphocytes en comparant à l'effet 
des deux cytokines séparées. Cette élévation est maximale et 
significative (p<0.05), par rapport aux CE avec IFNy seul, pour les 
concentrations de 1 OO et 1000 U/ml d'IFNy en présence de 25 à 50 
U/ml de TNFa.. 
Afin d'obtenir les conditions optimales pour la mesure de la 
prolifération des lymphocytes, différents ratio de monocytes : CE 
ont été utilisés, soit 1 :0.2; 0.5:0.2; 1 :0.1 et 0.5:0.1 (chaque rapport 
correspondant à la quantité de cellules (X106) utilisée. A ces 
cocultures, les lymphocytes ont été ajoutés au nombre de 2 X 106 
cellules/puits soit un rapport lymphocytes : monocytes de 2:1. 
D'après la figure 3, la plupart des conditions de traitement nous 
donnent une différence significative par rapport aux CE non traitées 
(0°/o de suppression). Toutefois, le rapport monocyte:CE idéal semble 
être à 1 :0.2 où en utilisant IFNy à 1 OO ou 1000 U/ml suivi de 
l'incubation avec le TNFa., nous obtenons une augmentation 
significative de la suppression de prolifération des lymphocytes qui 
est de l'ordre de 30o/o par rapport au non stimulé. La quantité de CE 
et de monocytes utilisée semble également être un paramètre 
majeur puisque pour le même rapport (1 :2 et 0.5:0.1 soit 5 fois plus 
de monocytes que de CE) la suppression maximale est obtenue avec 
une quantité de cellules plus élevée (1 X 106 CE: 2 X 106 monocytes). 
3.1.2 Effet du PAF: 
Le PAF qui peut être produit par plusieurs types cellulaires, 
est un agent puissant également retrouvé dans les sites 
inflammatoires. Il exerce de nombreuses activités au niveau du 
système immunitaire et nous avons voulu vérifier son action sur les 
CE. A la figure 4, nous avons procédé de la même façon qu'à la figure 
1 sauf que le prétraitement a été effectué avec différentes 
concentrations de PAF (1 o-16 à 10-6 M). Nous remarquons une 
augmentation maximale de suppression de prolifération des 
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Effet de l'utilisation de différents ratios de cellules (monocytes:CE) sur la 
prolifération des lymphocytes lorsque les CE sont préalablement traitées 
avec l'IFNy eVou le TNFcx (25 U/ml) et l'indométhacine. Les résultats 
sont exprimés en % de suppression de prolifération des lymphocytes et 
représentent les moyennes des valeurs obtenues de 3 à 6 expériences 
différentes. Les différences significatives sont calculées en comparant au 
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* * •• p<0.005 
16 14 12 1 0 8 6 
PAF (-log M) 
Effet du traitement des CE avec le PAF, suivi de la coculture avec les 
monocytes, sur la prolifération des lymphocytes. Les résultats sont 
exprimés en % de suppression de prolifération des lymphocytes et 
représentent les moyennes des valeurs de 4 à 22 expériences différentes. 
Les différences sign ificatives sont obtenues par rapport au témoin soit: CE 
sans stimulation = 0% de suppression . 
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1 o-8 M) et qui est significativement différente (p<0.05 et p<0.005 
respectivement) des CE non stimulées où la suppression est de 0°/o. 
L'incubation des CE avec le TNFa (10, 25 et 50 U/ml) suivant le 
prétraitement de ces mêmes cellules avec le PAF nous montre des 
valeurs plus élevées que lorsque le PAF est utilisé seul avec une 
hausse de la suppression qui est significativement différente avec 
PAF 10-14, 10-10 et 10-6 Men présence de 25 U/ml de TNFa (figure 
5 ). Nous remarquons qu'en présence de TNF et de PAF à 1 o-16 et 
1 o-6 M, nous avons déjà une suppression de la prolifération des 
lymphocytes qui est significative à 1 o-6 M. Cette suppression 
augmente avec 10-14, 10-12 et 10-8 Met est maximale avec PAF 
1 o-1 0 M et 25 U/ml de TNFa où l'on obtient 28o/o de suppression de 
prolifération des lymphocytes. 
3.1.3 Effet du LTB4~ 
Le L TB4 est un médiateur lipidique très puissant que l'on 
retrouve fréquemment dans les lésions inflammatoires et dans des 
maladies telles que l'asthme. Ainsi, l'étude de son effet sur les CE 
nous a intéressé. Nous avons donc prétraité les CE avec des 
concentrations de LTB4, variant de 10-14 à 10-6 M durant 18h et 
vérifié leur effet sur la prolifération des lymphocytes par 
l'intermédiaire des monocytes dans des conditions déjà établies lors 
de l'utilisation de l'IFN1. En figure 6, nous observons une 
augmentation de la suppression de la prolifération des lymphocytes 
qui est maximale avec L TB4 à 10-1 O M avec 18°/o de suppression et 
qui est significativement différente (p<0.05) des CE non stimulées 
où la suppression est nulle. 
Lorsqu'une stimulation au TNFa (10, 25 et 50 U/ml) est 
effectuée après le prétraitement au L T84 (figure 7), nous 
remarquons que globalement, l'allure du graphique est sensiblement 
la même que celle du graphique de PAF en présence de TNF (figure 5). 
Nous voyons qu'avec L TB4 à 1 o-14 et 1 o-6 M en présence de TNF 
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[] TNF 10 U/ml 
ml TNF 25 U/ml 
1111 TNF 50 U/ml 
* p<0.05 
** p<0.0001 
Effet du préincubation des CE avec le PAF, suivi d'un traitement avec le 
TNFcx et de l'indométhacine sur la prolifération des lymphocytes dans la 
coculture des CE avec les monocytes. Les résultats sont exprimés en % de 
suppression de prolifération des lymphocytes et représentent les 
moyennes de données provenant de 4 à 25 expériences différentes. Les 
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14 12 10 8 6 
L TB4 (-log M) 
Effet du traitement des CE avec le LTB4, suivi de leur coculture avec les 
monocytes, sur la prolifération des lymphocytes. Les résultats sont 
exprimés en % de suppression de prolifération des lymphocytes et 
représentent les moyennes des valeurs obtenues de 5 à 22 expériences 
différentes. Les différences significatives sont calculées par rapport au 
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* * BI témoin 
liliJ . TNF 10 U/ml 
m TNF 25 U/ml 
1111 TNF 50 U/ml 
• p<0.05 
•• p<0.01 
14 12 10 8 6 
L TB4 (-log M) 
Effet du prétraitement des CE avec le L TB4, suivi d'une incubation avec le 
TN Fa et l'indométhacine sur la prolifération des lymphocytes dans la 
coculture des CE avec les monocytes. Les résultats sont exprimés en % de 
suppression de prolifération des lymphocytes et représentent les 
moyennes des données provenant de 3 à 22 expériences différentes. Les 
différences significatives sont obtenues en comparant au témoin soit: 
CE+L TB4 seul. 
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obtenue avec 1 o-1 2 et 1 o-8 M. Néanmoins, le maximum de 
suppression est observé avec LTB4 1 o-1 O M en présence de TNF 25 
U/ml avec 27o/o de suppression. Une différence significative est 
notée pour les concentrations de 10-12, 10-10 et 10-8 M de LTB4 
avec 25 U/ml de TNFcx. 
3.1.4 Effet de l'indométhacine sur la production de prostaglandines 
par les monocytes: 
Les monocytes étant une source importante de PGs, nous avons 
voulu vérifier si ces PGs pouvaient jouer un rôle dans la suppression 
de la prolifération des lymphocytes occasionné par le traitement des 
CE. Les CE ont donc été préincubées avec PAF ou L TB4 (1 o-1 O M) 
suivi d'une stimulation avec TNFcx et indométhacine. Elles ont 
ensuite été cocultivées avec des monocytes. Durant cette période de 
coculture, nous avons dans certains cas (PAF+indo et L TB4+indo) 
ajouté de l'indométhacine afin d'inhiber l'effet des PGs sur les 
lymphocytes. Finalement les lymphocytes ont été ajoutés et 3 jours 
plus tard nous avons mesuré la prolifération. 
A la figure 8, on observe que le PAF (1 o-1 O M) et le L TB4 
( 1 o-1 O M), en présence de TNF, favorisent la suppression de 
prolifération des lymphocytes, tel que démontré dans les figures 5 
et 7. Par contre, si on ajoute de l'indométhacine (1 o-6 M) dans la 
coculture CE:monocytes, nous observons une abolition significative 
(p<0.05) de la suppression de prolifération des lymphocytes. Les PGs 
libérées lors de la coculture CE:monocytes auraient possiblement un 
rôle à jouer dans la suppression de la prolifération lymphocytaire. 
3.1.5 Effet d'anticorps anti IL-6 et d'antagonistes du récepteur du 
PAF: 
Les CE produisent bon nombre de facteurs et parmi ceux-ci on 
retrouve le PAF et l'IL-6. D'après nos études antérieures, la 
libération de PAF par les CE avait un rôle primordial sur la 
suppression de prolifération des lymphocytes. Ainsi nous avons 
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% suppression de prolifération 
Influence de l'indométhacine (1 o-6 M), lors de la coculture des CE et des 
monocytes, sur la prolifération des lymphocytes lorsque les CE sont 
préalablement traitées avec le PAF ou le L TB4 (10-10 M) en présence de 
TNFcx (25 U/ml) et d'indométhacine. Les résultats sont exprimés en % de 
suppression de prolifération des lymphocytes et représentent les 
moyennes des valeurs obtenues de 3 expériences différentes. Les 
différences significatives sont calculées par rapport au témoin soit: 
CE+PAF ou LTB4 . 
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pouvait agir de façon semblable. L'IL-6, également produite par 
plusieurs types cellulaires, dont les CE et les 
monocytes/macrophages, est retrouvée dans le sérum et le liquide 
synovial de patients atteints de l'arthrite rheumatoïde. L'IL-6 serait 
une des cytokines responsable de cette maladie et pourrait donc être 
un des facteurs qui, produit par les CE, agirait sur les monocytes et 
favoriserait la suppression de la prolifération lymphocytaire. 
Pour vérifier cette hypothèse, nous avons utilisé des anticorps 
anti IL-6, des antagonistes du récepteur du PAF (WEB 2170 et BN 
52021) ainsi qu'un anticorps non pertinent (anti CD23) comme 
contrôle négatif. La méthode utilisée en figure 9 consistait à 
prétraiter les CE avec IFNy 1 OO U/ml suivi d'une stimulation avec 
TN Fa (25 U/ml) et ce pour tous les échantillons. Dans certains cas, 
peu avant la coculture des CE avec les monocytes, les anticorps ou 
les antagonistes ont été ajoutés. Les lymphocytes ont par la suite 
été ajoutés et nous avons regardé si le fait d'empêcher l'action de 
l'IL-6 et du PAF sur les monocytes pouvait avoir un effet sur la 
prolifération des lymphocytes. 
On peut tout d'abord s'apercevoir que l'IFNy avec le TNFcx induit 
une hausse de la suppression de la prolifération lymphocytaire à 
23°/o, tel que présenté à la figure 2. Nous remarquons que l'ajout de 
l'anti IL-6 (1 O et 50 U/ml) dans la coculture favorise le 
rétablissement de la prolifération des lymphocytes avec moins de 5o/o 
de suppression et ce de façon significative (p<0.001 et p<0.005) par 
rapport au témoin (IFN + TNF= 23%). Dans le cas où l'on incube avec 
le WEB 2170 (0.01 mM et 1 µM), on observe une diminution de la 
suppression à 1 O et 2% respectivement. Avec ces concentrations de 
WEB 2170, on obtient une différence significative (p<0.05 et 
p<0.0005) en comparant au témoin. L'ajout simultanée d'anti IL-6 
(1 O U/ml) et de WEB 2170 (0.01 mM et 1 µM) dans la coculture des CE 
avec les monocytes ne nous permet pas d'obtenir une meilleure 
inhibition de la suppression que lorsqu'ils sont utilisés séparément. 
Cette différence est quand même toujours significative en 
comparant aux valeurs de l'IFN en présence de TNF (p<0.05 et 
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Effet de l'addition d'anticorps ou d'antagonistes dans la coculture CE : 
monocytes sur la prolifération des lymphocytes lorsque les CE sont 
préalablement traitées avec l'IFNy (1 OO U/ml) et puis avec le TNFa. (25 
U/ml) et l'indométhacine. Les CE sont mises en coculture avec des 
monocytes en présence d'anti IL-6 (10, 50 U/ml) eVou de WEB 2170 
(1 o-6, 10-5 M) ou de BN 52021 (10-5, 10-4 M) ou encore d'anti 
CD23. Les résultats sont exprimés en % de suppression de prolifération 
des lymphocytes et représentent les moyennes des données provenant de 4 
à 5 expériences différentes. Les différences significatives sont obtenues 
par rapport au témoin soit: CE+IFN+ TNF. 
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également la prolifération lymphocytaire mais de façon significative 
uniquement avec 0.1 mM de BN 52021 (p<0.0001 ). L'usage de l'anti 
CD23 nous permet de démontrer que le seul fait d'ajouter un 
anticorps à la coculture n'est pas suffisant pour inhiber la 
suppression de la prolifération des lymphocytes puisque l'anti CD23 
n'a aucun effet. 
A la figure 10, nous avons utilisé la même méthode qu'à la 
figure précédente, à l'exception que le prétraitement des CE a été 
effectué avec le PAF (1 o-1 O M) plutôt qu'avec l'IFNy. On voit tout 
d'abord la suppression obtenue par le prétraitement avec le PAF suivi 
de la stimulation par le TNF. L'addition d'anticorps anti IL-6 (1 O et 
50 U/ml) dans la coculture des CE avec les monocytes nous permet 
d'observer une baisse de la suppression à 6 et 2o/o respectivement 
avec une différence significative (p<0.01 et p<0.05) par rapport au 
témoin (PAF+ TNF=:= 28°/o). Si on utilise plutôt le WEB 2170 (1 µM) nous 
obtenons une inhibition de suppression (5%) ainsi qu'une légère 
augmentation de prolifération (2%) avec une concentration de 
0.01 mM. Dans les deux cas, la diminution de la suppression est 
significativement différente du témoin (PAF+ TNF). L'ajout simultané 
de l'anticorps anti IL-6 et du WEB 2170 ne nous permet pas d'avoir 
une diminution additive de la suppression. De plus la diminution 
obtenue est légèrement moindre que celle observée lorsque les deux 
sont utilisés séparément (8 et 9%). La différence est néanmoins 
significative en comparant au témoin (p<0.05). L'effet d'un autre 
antagoniste du récepteur du PAF, le BN 52021 (0.1 mM et 0.01 mM) 
nous démontre une baisse de suppression qui est importante (5%) et 
significative (p<0.005) mais à 0.1 mM seulement. Le BN 52021 à 
0.01 mM nous donne une légère baisse de la suppression mais non 
significative. L'anti CD23 nous permet de démontrer une fois de plus 
que l'effet des anticorps et des antagonistes est spécifique. 
Lors du traitement avec le L TB4 en présence de TNF (figure 
11 ), l'addition d'anticorps anti IL-6 (10, 50 U/ml) nous permet 
d'obtenir une suppression (5 et 6%) significative (p<0.005) en 
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Effet de l'addition d'anticorps ou d'antagonistes dans la coculture CE : 
monocytes sur la prolifération des lymphocytes lorsque les CE sont 
préalablement traitées avec le PAF (1 o-10 M) et puis avec le TNFcx (25 
U/ml) et l'indométhacine. Les CE sont mises en coculture avec des 
monocytes en présence d'anti IL-6 (1 O, 50 U/ml) et/ou de WEB 2170 
(1 o-6, 10-5 M) ou de BN 52021 (10-5, 10-4 M) ou encore d'anti 
CD23. Les résultats sont exprimés en % de suppression de prolifération 
des lymphocytes et représentent les moyennes des valeurs obtenues de 3 à 
6 expériences différentes. Les différences significatives sont calculées 
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Figure 11: Effet de l'addition d'anticorps ou d'antagonistes dans la coculture CE : 
monocytes sur la prolifération des lymphocytes lorsque les CE sont 
préalablement traitées avec le L TB4 (1o-10 M) et puis avec le TN Fa (25 
U/ml) et l'indométhacine. Les CE sont mises en coculture avec des 
monocytes en présence d'anti IL-6 (10,50 U/ml) et/ou de WEB 2170 
(1 o-6 , 10-5 M) ou de BN 52021 (10-5 , 10-4 M) ou encore d'anti 
CD23. Les résultats sont exprimés en % de suppression de prolifération 
des lymphocytes et représentent les moyennes des données de 3 à 6 
expériences différentes. Les différences significatives sont observées en 
comparant au témoin soit: CE+LTB4+ TNF. 
65 
également la suppression dans le même ordre de grandeur que l'anti 
IL-6 (7 à 10%) et ce de façon significative (p<0.01 ). L'ajout 
simultané de l'anti IL-6 et du WEB 2170 amène la suppression au 
niveau de celle obtenue par l'anti IL-6 seul (p<0.01 et p<0.005). Le 
BN 52021, cette fois-ci aux 2 concentrations (0.1 et 0.01 mM), 
supprime l'augmentation de la suppression de la prolifération des 
lymphocytes de façon plus évidente que sur les 2 figures précédentes 
(0 et 1 Oo/o) et de façon significative (p<0.0005 et p<0.005). L'anti 
CD23 (contrôle négatif), pour sa part, nous donne une suppression 
identique à celle du témoin (L T84+ TNF). 
3.1.6 Effet de l'IL-6 et du PAF exogènes: 
D'après les 3 figures précédentes, le PAF et l'IL-6, synthétisés 
par les CE, semblent jouer un rôle dans la suppression de la 
prolifération des lymphocytes puisque celle-ci est rétablie par 
l'addition d'anticorps anti IL-6 ou d'antagonistes du récepteur du 
PAF. Nous avons donc voulu vérifier si le seul fait d'ajouter le PAF 
et l'IL-6 exogènes directement aux monocytes pouvait provoquer la 
suppression de la prolifération des lymphocytes. A la figure 12, 
nous avons utilisé du PAF (1 o-12 à 1 o-6 M), de l'IL-6 (1 O à 500 
U/ml) ou encore la combinaison des deux agents (PAF 0.1 nM et IL-6 
10 à 500 U/ml). Les résultats démontrent qu'effectivement, le PAF 
et l'IL-6 utilisés seul ou ensemble agissent sur les monocytes et 
favorisent la suppression de la prolifération lymphocytaire. Nous 
remarquons également que, lors de l'addition des 2 facteurs 
simultanément, la baisse est équivalente à celle observée lorsqu'ils 
sont utilisés séparément. Dans tous les cas, la hausse de la 
suppression est significative par rapport aux monocytes non 
stimulés, qui démontrent 0% de suppression. 
3. 2 Analyse de la production d'IL-6: 
3.2.1 Mesure de la production d'IL-6 par les cellules endothéliales: 
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Figure 12: Effet de la stimulation des monocytes avec du PAF et de l'IL-6 exogènes sur 
la prolifération des lymphocytes. Les résultats sont exprimés en % de 
suppression de prolifération des lymphocytes et représentent les 
moyennes des valeurs obtenues de 4 à 6 expériences différentes. Les 
différences significatives sont calculées par rapport au témoin sans 
stimulation = 0% de suppression. 
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Nous avons démontré à l'aide de deux façons différentes que 
l'IL-6 libérée par les CE est impliquée dans la suppression de la 
prolifération des lymphocytes et ce par l'intermédiaire des 
monocytes. Tout d'abord, le fait que l'anticorps anti IL-6 bloque 
l'augmentation de la suppression obtenue avec les 3 types de 
prétraitements (IFN, PAF et L TB4) implique l'IL-6 endogène; 
deuxièmement, l'addition d'IL-6 exogène sur les monocytes favorise 
la suppression de la prolifération des lymphocytes. Nous avons donc 
mesurée cette cytokine à l'aide du bioessai et de l'ELISA. A la figure 
13, les CE ont été prétraitées durant 18h avec différentes 
concentrations de PAF (10-16 à 10-6 M), suivi d'une stimulation de 
4h avec ou sans TNF (25 U/ml). Les cellules ont ensuite été mises en 
culture, en absence de monocytes et de lymphocytes, pour 24h et 
l'IL-6 a été dosée dans le surnageant. 
Les CE au repos produisent une moyenne de 700 U/ml d'IL-6. 
Lorsque stimulées par PAF 1 o-1 O M leur production d'IL-6 augmente 
de façon significative (p<0.05) à 2000 U/ml. En présence de TNF 
nous observons sensiblement la même allure de courbe, mais cette 
fois-ci avec un maximum à 5500 U/ml d'IL-6 pour le PAF 1 o-1 O M. 
L'augmentation est également significative (p<0.01) en comparant 
aux CE stimulées avec TNF seul (1300 U/ml). 
A la figure 14, le prétraitement des CE avec L TB4, sans TNF, ne 
démontre qu'une légère hausse de la production d'IL-6 peu importe la 
concentration de L TB4 utilisée (1 o-14 à 1 o-6 M). L'addition 
cependant de TNF lors de la stimulation des CE favorise une 
augmentation rapide de production d'IL-6 entre L TB4 1 o-12 et 1 o-1 O 
M pour nous donner une production maximale de 6000 U/ml. Cette 
valeur est significativement différente (p<0.05) de la production par 
les CE en présence de TNF seul (1300 U/ml). 
Nous avons également déterminé la production d'IL-6 par les CE 
suite à une préincubation avec IFNy (1 OO et 1000 U/ml). Nous 
pouvons remarquer qu'à la figure 15, l'IFN utilisé seul n'est pas 
suffisant pour provoquer une augmentation significative de 
production d'IL-6. Cependant en présence de TNF, l'IFN (1 OO U/ml) 
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Figure 13: Influence du PAF avec ou sans TNFa (25 U/ml) et indométhacine sur la 
production d'IL-6 par les CE. Les résultats sont exprimés en U/ml et 
représentent les moyennes ± S.E.M. des données provenant de 4 à 15 
expériences différentes. Les différences significatives sont obtenues par 
rapport à leur témoin respectif soit: CE avec ou sans TNF. 
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Figure 14: Effet du LTB4 avec ou sans TNFa (25 U/ml) et indométhacine sur la 
production d'IL-6 par les CE. Les résultats sont exprimés en U/ml et 
représentent les moyennes ± S.E.M. des valeurs obtenues de 3 à 17 
expériences différentes. Les différences significatives sont calculées en 





















Effet de l'IFNy (100 et 1000 U/rnl), l'IL-1 (10 U/rnl), la PGE2 
(1 µg/rnl) et le dibutyrylAMPc (1 o-3 M) avec ou sans TNFa. (25 U/ml) 
et indornéthacine (1 o-6 M) sur la production d'IL-6 par les CE. Les 
résultats sont exprimés en U/rnl et représentent les moyennes ± S.E.M. 
des données de 4 à 6 expériences différentes. Les différences 
significatives sont obtenues par rapport à leur témoin respectif soit: CE 
avec ou sans TNF . 
7 1 
stimule la production d'IL-6 au taux de 5000 U/ml. Celle-ci, bien 
que moindre que la production obtenue par le PAF et L T84
1 
est 
toutefois significative (p<0.05) en comparant aux CE stimulées avec 
TNF seulement. 
Il a déjà été démontré que l'IL-1 provoque la production d'IL-6 
par les CE (Sironi et al., 1989), que l'AMPc induit la libération d'IL-6 
par les fibroblastes (Zhang et al., 1988) et que les PGs stimulent la 
production d'IL-6 par les macrophages (Bailly et al., 1990). Nous 
nous sommes donc demandé si l'IL-1, les PGs et l'AMPc ne pourraient 
pas également être responsables d'une partie de la production d'IL-6 
par les CE dans notre système. Pour vérifier ceci, les CE ont été 
préincubées avec l'un ou l'autre de ces composés (IL-1: 1 O U/ml; 
PGE2: 1µg/ml ou dibutyrylAMPc: 10-3 M) pour une période de 18h, 
suivi d'une stimulation avec ou sans TNF (25 U/ml) durant 4h. Après 
une incubation supplémentaire de 24h, l'IL-6 a été dosé dans le 
surnageant. 
Il semble qu'effectivement l'IL-1 et l'AMPc provoque une 
augmentation significative (p<0.03 et p<0.05) de production d'IL-6 en 
absence de TNF, avec des valeurs de 4000 et 3000 U/ml 
respectivement pour l'IL-1 et l'AMPc, tout comme en présence de TNF 
avec 5000 et 7000 U/ml pour l'IL-1 et l'AMPc respectivement. Par 
opposition, les PGs n'induisent pas d'augmentation de production 
d'IL-6 en absence de TNF. En présence de TNF, toutefois, les PGs 
stimulent une hausse de libération d'IL-6 avec 2500 U/ml et ce de 
façon significative (p<0.03) par rapport aux CE stimulées avec TNF 
seul (1300 U/ml). 
3.2.2 Effet de la cyclohexjmide sur la libération d'IL-6 par les 
cellules endothéliales: 
Dans le but de vérifier si la synthèse de protéines était 
nécessaire durant le prétraitement des CE avec PAF ou LTB4 pour la 
production d'IL-6, nous avons utilisé la CHX. Le protocole consistait 
à préincuber les CE avec de la CHX (10 µg/ml), un inhibiteur de 
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synthèse protéique, suivi 30 min plus tard du prétraitement de ces 
mêmes cellules avec le PAF ou L TB4 (1 o-1 O M) pour 18h puis de la 
stimulation avec ou sans TNF pour 4h. Par la suite, les CE étaient 
lavées et le surnageant a été dosé après un 24h supplémentaire. 
Comme on peut le voir à la figure 16, la CHX induit par elle-
même une stimulation de production d'IL-6 suite à la période de 
prétraitement. Combinée avec le PAF ou le L TB4, cette induction 
devient synergique. Nous obtenons ainsi un taux d'IL-6 variant de 
28000 à 22000 U/ml dans le cas du PAF sans ou avec TNF 
respectivement et de 15000 à 30000 U/ml pour L TB4. Ces 
augmentations sont non seulement significatives par rapport aux CE 
seules ou avec TNF mais également significatives en comparant avec 
les agents utilisés séparément (CHX, PAF ou LTB4). 
3.2.3 Mesure de la production d'IL-6 par la coculture des cellules 
endothéliales ayec les monocytes: 
Nous avons démontré que les CE ont la capacité de libérer de 
l'IL-6, mais plusieurs autres types cellulaires peuvent en libérer 
également. Les monocytes, par exemple, sont la source majeure d'IL-
6 retrouvée dans les maladies telles l'arthrite. Nous avons donc 
voulu vérifier si la stimulation des CE pouvait être responsable d'une 
augmentation de production d'IL-6 dans une coculture de CE et de 
monocytes. Pour vérifier ceci, nous avons prétraité les CE avec le 
PAF ou le L TB4, suivi d'une stimulation avec ou sans TNF. Les CE ont 
été placées en coculture avec les monocytes pour une période de 24h 
et le surnageant a été dosé. Nous avons également conservé le 
surnageant des monocytes seuls, soit en absence de CE. 
Il est important de noter qu'à la figure 17, l'ordonnée varie de 
O à 120000 U/ml pour la production d'IL-6 dans la coculture des CE 
avec les monocytes, comparativement à la production d'IL-6 par les 
CE seules où les valeurs ne dépassaient pas 6000 U/ml (figures 13 à 
16). L'utilisation de différentes concentrations de PAF (10-16 à 
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Figure 16: Effet de la CHX (1 Oµg/ml) sur la production d'IL-6 par les CE 
pré incubées avec le PAF ou le L TB4 (1o-10 M) puis traitées ou non avec 
le TNFa. (25 U/ml) et l'indométhacine. Les résultats sont exprimés en 
U/ml et représentent les moyennes ± S.E.M. de 4 à 7 expériences 
différentes. Les différences significatives sont observées par rapport à 
leur témoin respectif soit: CE avec ou sans TNF. 
La CHX est ajoutée 30 min avant le traitement avec le PAF ou le L TB4 . 
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Figure 17: Production d'IL-6 par la coculture des CE avec les monocytes lorsque les 
CE sont préalablement traitées avec le PAF, en présence ou non de TNFa 
(25 U/ml) et d'indométhacine. Les résultats sont exprimés en U/ml et 
représentent les moyennes± S.E.M. de 4 à 12 expériences différentes. Les 
différences significatives sont obtenues en comparaison avec leur témoin 
respectif soit: CE+monocytes (CE+MO) avec ou sans TNF. 
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production d'IL-6 par la coculture des CE avec les monocytes par 
rapport à la coculture non stimulée (200000 et 51000 U/ml 
respectivement). Bien que l'échelle de l'ordonnée ne nous permet pas 
d'apprécier l'augmentation à sa juste valeur, nous pouvons néanmoins 
mentionner que cette hausse est significativement différente du 
témoin (CE+MO) et ce à deux concentrations de PAF (1 o-1 O et 1 o-8 
M; p<0.05). 
En présence de TNF, toutefois, on obtient une synthèse d'IL-6 
très importante, avec un maximum de 900000 U/ml pour le PAF 
1o-10 M, significativement différente du témoin ([CE+ TNF]+MO = 
180000 U/ml). 
Lorsque le PAF est remplacé par le L TB4 (1 o-14 à 1 o-6 M) on 
remarque à la figure 18, que l'échelle des valeurs en ordonnée varie 
de O à 800000 U/ml d'IL-6. En absence de TNF, le L TB4, tout comme 
le PAF, induit une augmentation de production d'IL-6 avec un 
maximum à 300000 U/ml avec L TB4 1 o-1 O M. Ces valeurs se situent 
dans le même ordre de grandeur que celles obtenues avec le PAF en 
absence de TNF et sont également significativement différentes du 
témoin (p<0.05). L'ajout de TNF aux CE préalablement traitées avec 
L TB4, nous démontre une hausse de production d'IL-6 beaucoup plus 
importante que celle obtenue en absence de TNF avec un maximum 
partagé entre 1 o-1 O et 1 o-8 M de L TB4. Cette valeur maximale 
(550000 U/ml), bien que moindre que la valeur maximum avec le PAF 
(900000 U/ml), est significativement plus élevée que celle du 
témoin (p<0.05) soit ([CE+ TNF]+MO). 
A la figure 19, nous avons voulu démontrer l'effet synergique 
de la coculture des CE et des monocytes pour la production d'IL-6 
lorsque les CE sont stimulées ou non avec TNF seulement. Nous 
remarquons que les CE seules produisent de l'IL-6, mais plus 
faiblement que les monocytes seuls. Lorsque les deux types 
cellulaires sont mis en coculture, nous observons alors une 
augmentation de production d'IL-6 beaucoup plus importante, à 
51000 U/ml. La présence du TNF permet d'amplifier le phénomène 
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Figure 18: Libération d'IL-6 par la coculture des CE avec les monocytes lorsque les 
CE sont préalablement traitées avec le LTB4 en présence ou non de TNFcx 
(25 U/ml) et d'indométhacine. Les résultats sont exprimés en U/ml et 
représentent les moyennes± S.E.M. de 4 à 12 expériences différentes. Les 
différences significatives sont calculées en comparaison avec leur témoin 
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Figure 19: Comparaison de la production d'IL-6 (U/ml) par les CE seules (en 
présence ou non de TNFa (25 U/ml)), par les monocytes seuls ou encore 
par la coculture des 2 types cellulaires. Les résultats représentent les 
moyennes ± S.E.M. de 7 à 14 expériences différentes. Les différences 
significatives sont obtenues en comparant les valeurs de la coculture des 
CE+MO avec les valeurs additionnées des 2 types séparés . 
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3.2.4 Effet de la paraformaldéhyde et du gel-dégel sur la productjon 
d'IL-6 par la coculture des cellules endothéliales et des 
monocytes: 
Jusqu'à présent nous avons remarqué que les CE et les 
monocytes ont la capacité de synthétiser et de libérer de l'IL-6, 
surtout suite à une stimulation des CE. Au moyen de la prochaine 
figure, nous allons examiner si les CE et les monocytes doivent être 
intacts pour maintenir conjointement leur production d'IL-6. Pour ce 
faire, nous avons d'une part utilisé un traitement à la 
paraformaldéhyde (0.05%) sur l'un des deux types cellulaires. Ce 
traitement, appliqué avant la coculture, vise à empêcher 
l'internalisation des récepteurs de la cellule de même que toute 
production de cytokines. D'autre part, les cellules d'une population 
ou l'autre ont subi un traitement de gel-dégel avant la coculture, 
dans le but de causer la lyse cellulaire. 
La figure 20 illustre l'effet des traitements décrits ci-haut 
sur la production d'IL-6 par les monocytes et les CE seuls ou en 
coculture. Les CE sont non stimulées (sans [PAF+ TNF]) ou encore 
prétraitées avec PAF (1 o-1 O M) suivi d'une stimulation avec le TNF 
(25 U/ml) (avec [PAF+ TNF]). Il est important de noter qu'afin de 
mieux comprendre cette figure, toutes les analyses statistiques ont 
été établies en comparaison avec la production d'IL-6 par les 
monocytes seuls (1 e groupe). Tel que démontré précédemment, la 
coculture des CE avec les monocytes augmente de façon très 
significative la production d'IL-6 en comparaison aux cultures des 
deux populations séparées. Le traitement du gel-dégel sur les CE, 
avant la mise en coculture, diminue la production d'IL-6 au niveau de 
celle observée avec les monocytes seuls. Par contre si on traite les 
monocytes par gel-dégel on obtient une chute de la production d'IL-6 
jusqu'au niveau de celle des CE seules. La différence d'avec les 
monocytes seuls est très significative (p<0.0001 ). Le dosage d'IL-6 
chez les monocytes seuls traités au gel-dégel nous permet de 
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Figure 20: Effet de la paraformaldéhyde (0.05%) et du gel-dégel, sur la production 
d'IL-6 par les CE seules (stimulées ou non), les monocytes seuls ou la 
coculture des 2 types cellulaires. Les résultats sont exprimés en U/ml et 
représentent les moyennes ± S.E.M. des valeurs de 3 expériences 
différentes. Les différences significatives sont calculées en comparant aux 
valeurs des monocytes seuls . 
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Le traitement à la paraformaldéhyde nous présente 
sensiblement le même tableau. Le traitement des CE fait perdre la 
synergie de la coculture avec les monocytes, alors que le traitement 
de ces derniers réduit la production d'IL-6 à celle des CE seules. Le 
traitement à la paraformaldéhyde effectué sur les monocytes seuls 
nous démontre qu'en absence de CE la production d'IL-6 est nulle. 
3.2.5 Effet de l'utjljsation des chambres "transwells" sur la 
production d'IL-6 par la coculture des cellules endothéliales 
avec les monocytes: 
Sachant maintenant que la viabilité et la fluidité membranaire 
des CE et des monocytes sont indispensables afin d'obtenir une 
production synergique d'IL-6, nous avons voulu déterminer si les 
contacts intercellulaires étaient eux aussi nécessaires. Pour ce 
faire, les CE sont laissées au repos ou encore sont prétraitées avec 
le PAF (1 o-1 O M) suivi de TNFcx (25 U/ml). A ces cellules qu'on 
laisse adhérer dans une plaque, on ajoute une chambre "transwell" 
dans laquelle on dépose les monocytes. Ce puits muni d'une 
membrane de polycarbonate permet aux surnageants des deux types 
cellulaires d'interagir sans toutefois permettre de contact 
intercellulaire. Les données observées lors de coculture en 
"transwell" sont identifiées comme CE+MO {trans). Ainsi en figure 
21, nous voyons que les CE seules produisent très peu d'IL-6 (56 
U/ml) comparé aux monocytes seuls qui en produisent près de 15000 
U/ml. La coculture produit en moyenne 40000 U/ml d'IL-6, lorsque 
les CE ne sont pas stimulées. La stimulation des CE avec le PAF et le 
TNF provoque une augmentation significative {p<0.05) de la 
production d'IL-6 par rapport aux CE non stimulées avec un total de 
60000 U/ml. Dans le cas où l'on emploie une chambre "transwell", la 
libération d'IL-6 demeure sensiblement la même qu'en absence de 
cette chambre. Une différence significative {p<0.02) est d'ailleurs 
obtenue entre la coculture en "transwell" où les CE ne sont pas 
stimulées en comparaison à celle où les CE sont stimulées (40000 et 
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Figure 21: Effet de l'utilisation de puits transversaux ("transwells") sur la 
production d'IL-6 par la coculture des CE et des monocytes. Les résultats 
sont exprimés en U/ml et représentent les moyennes ± S.E.M. de 3 
expériences différentes. Les différences significatives sont obtenues en 
comparant aux échantillons non stimulés . 
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3.2.6 Autoradjogramme de l'effet du PAF et du TNF sur l'expression 
de l'ARNm de l'IL-6 des cellules endothéliales: 
Nous avons démontré précédemment (figure 13) que le PAF 
augmentait la production d'IL-6 par les CE seules et que cette 
production était encore plus marquée en présence de TNF. Nous avons 
donc voulu vérifier si cet effet se retrouvait également au niveau de 
l'expression de l'ARNm d'IL-6 par les CE. Les cellules ont été tout 
d'abord préincubées avec PAF durant 24h puis stimulées durant 2h 
avec le TNF. Par la suite, on a procédé à l'extraction de !'ARN, à 
l'électrophorèse sur gel d'agarose puis au transfert sur membrane de 
nylon. Celle-ci fut hybridée avec une sonde d'ADNc IL-6 marquée au 
32p, lavée et exposée sur film Polaroïd à -80°C. La membrane a été 
subséquemment hybridée avec une sonde pour le GAPDH qui est en 
fait un gène exprimé constitutivement et nous permet ainsi de 
visualiser si la quantité d'ARN a été déposée de façon équivalente 
dans tous les puits. 
A partir de ces différentes étapes, nous pouvons voir à la 
figure 22 les signaux obtenus en ARNm d'IL-6 lorsque les CE sont 
mises en présence de PAF et/~u de TNF. Les signaux de !'ARNm d'IL-6 
sont détectables à la hauteur correspondant à 1.3Kb. Le 188 
représente !'ARN ribosomal et peut également servir à vérifier le 
chargement de !'ARN sur le gel, tout comme le GAPDH, puisqu'il est 
aussi constitutivement exprimé. Le GAPDH pour sa part migre à une 
distance correspondant à 1.SKb. Afin d'analyser plus aisément 
l'expression de l'ARNm d'IL-6 pour les différents stimulations, nous 
avons représenté sous forme de graphique le rapport de la densité 
des signaux de l'IL-6/GAPDH. Nous pouvons voir que le PAF augmente 
du double le niveau d'expression de l'ARNm d'IL-6 par rapport au 
témoin. Le TNF permet également une hausse du signal 3 fois plus 
élevée que le témoin. Par contre, l'utilisation conjointe du PAF et du 
TNF ne donne qu'une réponse légèrement plus élevée que celle avec le 
TNF seul. 
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Figure 22: Autoradiogramme de l'effet du PAF (10-10 M) avec ou sans TNF (25 
U/ml) sur l'expression de l'ARNm de l'IL-6 des CE. L'effet des stimuli est 
évalué par le rapport de la densitométrie des signaux de l'IL-6/GAPDH. 
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3. 3 Analyse de la production de GM-CSF: 
3.3.1 Mesure de la production de GM-CSF par les cellules 
endothéliales: 
Le GM-CSF favorise la production de PGE2 par les monocytes et 
augmente l'adhérence des monocytes aux CE. Nous avons donc voulu 
étudier la production de ce facteur par les CE. Ainsi, dans cette 
deuxième partie, les stimulations seront de nouveau effectuées avec 
PAF ou LTB4 en présence ou non de TNF mais les analyses porteront 
cette fois-ci sur la production de GM-CSF. 
La figure 23 présente la production de GM-CSF par les CE. 
Celles-ci ont été préincubées ou non avec différentes concentrations 
de PAF (10-14 à 10-6 M), suivi d'une incubation en présence ou 
absence de TNF. Après 2.4h, le surnageant fut récolté et dosé. En 
absence de TNF, PAF seul est insuffisant pour provoquer une 
augmentation significative de production de GM-CSF (2400 pg/ml) 
par rapport au niveau de base des CE non stimulées (2150 pg/ml). 
Toutefois, en présence de TNF, le tableau obtenu ressemble beaucoup 
à celui de la production d'IL-6 par les CE seules (figure 13). Nous 
pouvons apercevoir une hausse de production de GM-CSF qui est 
significativement différente du témoin (3000 pg/ml) à 3 
concentrations différentes de PAF soit 10-12, 10-10 et 10-8 M 
(p<0.02; p<0.02 et p<0.05) avec un maximum de 4900 pg/ml partagé 
entre 1 o-12 et 1 o-1 O M de PAF. 
Lorsque le prétraitement est effectué avec le L TB4 (figure 24), 
les résultats sont sensiblement les mêmes qu'avec PAF, soit une 
légère augmentation non significative de production de GM-CSF en 
présence de L TB4 seul. En présence de TNF, toutefois, L TB4 stimule 
la production de GM-CSF de façon significative (p<0.05) et maximale 
à 1o-10 M de LTB4
1 
avec 4900 pg/ml de GM-CSF. 
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Figure 23: Production de GM-CSF par les CE prétraitées avec le PAF puis incubées ou 
non avec le TNFa (25 U/ml} et l'indométhacine. Les résultats sont 
exprimés en U/ml et représentent les moyennes ± S.E.M. des données 
provenant de 3 à 5 expériences différentes. Les différences significatives 
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Figure 24: Production de GM-CSF par les CE préincubées avec le LTB4 puis traitées 
ou non avec le TNFcx (25 U/ml) et l'indométhacine. Les résultats sont 
exprimés en U/ml et représentent les moyennes ± S.E.M. de 3 à 5 
expériences différentes. Les différences significatives sont évaluées en 
comparant au témoin respectif soit: CE avec ou sans TNF. 
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3.3.2 Effet de la cyclohexjmjde sur la production de GM-CSF par les 
cellules endothéliales: 
Tout comme pour la production d'IL-6, la CHX a été utilisée 
dans le but de vérifier si la synthèse de protéines était nécessaire 
pour la production de GM-CSF. A la figure 25, l'usage de la CHX lors 
de la préincubation des CE avec PAF ou LTB4 en absence ou présence 
de TNF, augmente très fortement la production subséquente de GM-
CSF, avec 11400 et 10100 pg/ml pour PAF et 11800 et 14400 pg/ml 
pour L TB4 . Il est également important de mentionner que bien que la 
production de GM-CSF, en utilisant CHX+LTB4 ou CHX+PAF, n'est pas 
significativement différente de la CHX seule (avec 9500 et 8000 
pg/ml), elle l'est néanmoins par rapport au PAF et L TB4 seul. 
3.3.3 Prodyctjon de GM-CSF par la cocylture des cellules 
endothéliales avec les monocytes: 
En terme de production de GM-CSF, la coculture des CE et des 
monocytes (figure 26) nous révèle l'absence d'effet synergique des 
monocytes sur la production de cette cytokine par les CE (en 
comparaison avec la figure 23). Par opposition, nous avons vu que la 
production d'IL-6 passait de 6000 à 800000 U/ml suite à l'addition 
de monocytes aux CE (figures 13 et 17 ). Le prétraitement des CE 
avec le PAF seul ne nous permet pas d'induire une augmentation de 
production de GM-CSF par la coculture. L'ajout du TNF suite au 
prétraitement des CE avec le PAF favorise une hausse de libération 
de GM-CSF, qui est maximale mais non significative avec PAF 1 o-1 O 
M (4800 pg/ml). Les résultats sont sensiblement les mêmes dans le 
cas où l'on prétraite avec LTB4 au lieu du PAF. 
3.3.4 Effet du gel-dégel et de la paraformaldéhyde syr la production 
de GM-CSF par la coculture des cellules endothéliales et des 
monocytes: 
Nous avons évalué l'effet de la paraformaldéhyde et du gel-
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Figure 25: 
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Effet de la CHX (1 O µg/ml) sur la production de GM-CSF par les CE 
traitées avec le PAF (10-1 O M) ou le LTB4 (1 o-1 O M) puis incubées 
avec ou sans TNFa. (25 U/ml) et indométhacine. Les résultats sont 
exprimés en U/ml et représentent les moyennes ± S.E.M. de 3 expériences 
différentes. Les différences significatives sont calculées en comparant 
avec leur témoin respectif soit: CE avec ou sans TNF. 
La CHX est ajoutée 30 min avant le traitement des CE avec PAF ou LTB4 . 
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Figure 26: Production de GM-CSF par la coculture des CE et des monocytes lorsque les 
CE sont préalablement stimulées avec le PAF en présence ou non de TNF. 
Les résultats sont exprimés en U/ml et représente les moyennes ± S.E.M. 
de 3 à 6 expériences différentes. Les différences significatives sont 
obtenues par rapport à leur témoin respectif soit CE+MO avec ou sans TNF. 
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monocytes. La figure 27 illustre les résultats. Les analyses 
statistiques ont été établies en comparant aux valeurs des CE seules 
(1 e groupe). Ainsi une différence significative nous indique que le 
traitement appliqué (gel-dégel ou paraformaldéhyde) a modifié la 
production de GM-CSF de façon importante. On remarque que, tel que 
vu dans les figures précédentes, les CE non stimulées libèrent du 
GM-CSF et cette production est augmentée en présence de PAF et de 
TNF. Par opposition, la libération de GM-CSF par les monocytes est 
nulle. La coculture des deux types cellulaires pour sa part favorise 
une augmentation de production de GM-CSF par rapport aux CE seules 
non stimulées mais de façon non significative. Le traitement du gel-
dégel sur les CE avant l'ajout des monocytes nous démontre une 
chute importante et significative (p<0.004) de la production de GM-
CSF (120 et 600 pg/ml) en comparant aux CE seules (2200 et 4900 
pg/ml). L'application du traitement sur les monocytes nous permet 
également d'obtenir une réponse en GM-CSF qui est moindre que celle 
des CE seules stimulées mais est néanmoins non significative 
(CE+MO[gel-dégel]: 3900 et CE: 4900 pg/ml). 
Dans le cas où l'on traite les CE à la paraformaldéhyde, la 
production de GM-CSF par la coculture est pratiquement absente (67 
et O pg/ml) et donc significativement différente (p<0.004 et 
p<0.0004) de la production de GM-CSF par les CE seules. Finalement 
si la paraformaldéhyde est ajoutée aux monocytes, on obtient des 
valeurs plus faibles mais non significativement différentes de 
celles des CE seules (1300 et 2900 pg/ml). 
Les traitements de gel-dégel et de paraformaldéhyde sur la 
coculture des CE avec les monocytes ne favorisent pas une baisse 
significative de production de GM-CSF en comparaison aux CE seules 
stimulées ou non. Toutefois, il est à noter que le traitement à la 
paraformaldéhyde suscite une diminution de production de GM-CSF 
relativement considérable par rapport à la coculture sans 
paraformaldéhyde. Ces valeurs sont d'ailleurs près d'une probabilité 
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Figure 27: Effet de la paraformaldéhyde (0.05%) et du gel-dégel, sur la production 
de GM-CSF par les CE seules (stimulées ou non), les monocytes seuls ou la 
coculture des 2 types cellulaires. Les résultats sont exprimés en U/ml et 
représentent les moyennes ± S.E.M. des données de 3 expériences 
différentes. Les différences significatives sont calculées par rapport aux 
valeurs des CE seules stimulées et non stimulées . 
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4785 pg/ml (p<0.09) dans le cas où les CE de la coculture sont 
respectivement non stimulées et stimulées. 
3.3.5 Effet de l'utilisation des chambres "transwel!s" sur la 
production de GM-CSF par la coculture des cellules 
endothéliales avec les monocytes: 
Dans une autre série d'expériences, illustrées en figure 28, 
nous observons des valeurs un peu différentes de celles observées 
dans la figure précédente puisque le fait d'ajouter les monocytes aux 
CE augmente la production de GM-CSF (2150 et 4900 pg/ml pour les 
CE par rapport à 10700 et 15700 pg/ml pour les CE+MO). De même on 
note une différence significative entre la coculture non stimulée et 
celle stimulée (p<0.05). L'utilisation des chambres nous indique 
que, tout comme c'est le cas avec la production d'IL-6, le contact 
intercellulaire n'est pas nécessaire à la production de GM-CSF par la 
coculture des CE avec les monocytes. Les résultats obtenus avec les 
CE+MO en présence de chambres ne sont pas significativement 
différents de ceux observés en absence de ces puits (13600 et 19900 
pg/ml en comparaison à 10700 et 15700 pg/ml). 
3.3.6 Autoradjogramme de l'effet du PAF et du TNF sur l'expression 
de l'ARNm du GM-CSF par les cellules endothéliales: 
Nous avons vérifié si l'expression du niveau d'ARNm du GM-CSF 
chez les CE était augmenté par le traitement avec PAF et/ou TNF. 
Suivant la même procédure que pour IL-6 (figure 22) nous sommes 
arrivés aux résultats qui apparaissent à la figure 29. Nous notons 
qu'en présence de PAF durant 24h, l'expression de l'ARNm du GM-CSF 
est doublé. Le TNF ajouté aux CE pour une période de 2h nous donne 
un niveau d'expression qui est de 4 fois la valeur du témoin. Le 
traitement des CE avec PAF suivi d'une stimulation avec TNF nous 
démontre que leur effet n'est pas additif mais seulement très 
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Figure 28: Effet de l'utilisation de puits transversaux ("transwells") sur la 
production de GM-CSF par les CE et les monocytes en coculture. Les 
résultats sont exprimés en U/ml et représentent les moyennes ± S.E.M. de 
3 expériences différentes. Les différences significatives sont obtenues par 
rapport aux cellules non stimulées . 
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Figure 29: Autoradiogramme de l'effet du PAF (10-1 O M) avec ou sans TNF (25 
U/ml) sur i'expression de l'ARNm du GM-CSF des CE. L'effet des stimuli 
est évalué par le rapport de la densitométrie des signaux du 
GM-CSF/GAPDH. 
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DISCUSSION 
L'accumulation de leucocytes au site d'inflammation est 
essentielle pour initier la réaction immune. Bien que les 
neutrophiles soient les premiers arrivés dans la lésion aigüe, les 
cellules mononucléaires sont prédominantes après 24 à 48h 
(lssekutz et al., 1981 ). Une fois au site de l'inflammation, les 
leucocytes adhèrent et migrent à travers la paroi vasculaire pour 
aller infiltrer les tissus. Les CE, constituant la paroi interne des 
vaisseaux sanguins, sont en étroite relation avec les leucocytes et 
peuvent ainsi moduler leurs fonctions. 
Plusieurs facteurs sont reconnus pour favoriser l'interaction 
entre les cellules immunitaires et parmi ceux-ci on retrouve l'IFNy. 
L'IFNy est une cytokine impliquée dans le processus d'adhérence entre 
l'endothélium et les leucocytes par l'activation des CE. Plusieurs 
études ont d'ailleurs démontré une augmentation de liaison des 
lymphocytes et des monocytes aux CE stimulées par l'IFNy (Yu et al., 
1985; Duijvestijn et al., 1986; Oppenheimer-Marks et Ziff, 1988; 
Hendriks et al., 1989; Mebius et al., 1990; Beekhuizen et al., 1991 ). 
De plus, certains ont rapporté que la présence de l'IFNy serait 
responsable de l'aspect morphologique des HEV (Duijvestijn et al., 
1986; Oppenheimer-Marks et Ziff, 1988). 
L TB4 est un médiateur inflammatoire puissant également 
retrouvé dans l'interaction entre les leucocytes et les CE. En effet, 
L TB4 est reconnu pour avoir la capacité d'augmenter l'adhérence des 
PMN (Gimbrone et al., 1984), des lymphocytes (Renkonen et al., 1988; 
Renkonen et al., 1989; Lindstrëm et al., 1990; Palmblad et al., 1990) 
et des monocytes (Migliorisi et al., 1987) aux CE. 
Le PAF est aussi impliqué dans les liaisons existantes entre 
les leucocytes et les CE. Ce phospholipide peut entre autre favoriser 
l'adhérence des lymphocytes aux CE (Renkonen et al., 1990) bien que 
l'effet de L TB4 soit supérieur à celui du PAF (Lindstrëm et al., 1990). 
De même, la synthèse de PAF par les CE peut médier leur liaison aux 
neutrophiles (Zimmerman et al., 1990). Il a également été rapporté 
que le PAF et les leucotriènes peuvent être produits simultanément 
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ou en séquence et que certains effets du PAF semblent être médiés 
via la production des leucotriènes (Rola-Pleszczynski, 1991 ). 
Ainsi on remarque que lors de l'inflammation, la présence de 
ces différents agents est nécessaire afin de favoriser l'appel et le 
rapprochement des leucocytes en circulation vers l'endothélium 
endommagé. 
Notre travail visait à étudier les mécanismes cellulaires et 
moléculaires impliqués dans l'interaction des CE avec les cellules 
i mm u noce m péte ntes. 
4 .1 Effet du traitement des cellules endothéliales sur la 
prolifération des lymphocytes: 
Nous avons étudié l'effet de l'IFNy, du LTB4 et du PAF sur la 
capacité des CE à moduler la fonction des leucocytes en situation 
inflammatoire par la mesure de la prolifération des lymphocytes. 
Nos résultats antérieurs nous avaient permis de démontrer que les 
CE traitées avec le TNFa et l'indométhacine favorisaient une 
suppression de la prolifération des lymphocytes par l'intermédiaire 
des monocytes (Lacasse et Rola-Pleszczynski, 1991 ). Dans notre 
présente étude, nous avons voulu déterminer si le prétraitement avec 
l'IFNy, le L TB4 ou le PAF pouvait amplifier la suppression induite par 
le TNF. 
Nos résultats démontrent que la préincubation des CE avec 
I' 1 FNy seul ou encore la stimulation avec le TNFa induit une 
suppression de la prolifération des lymphocytes. La combinaison 
des deux agents nous permet d'obtenir un effet amplifié. Ce 
phénomène d'amplification de la réponse en utilisant conjointement 
I' 1 FNy et le TNFa a déjà été rapporté avec les cellules HeLa. 
L'explication fournie est que l'IFNy augmenterait le nombre de 
récepteurs pour le TNF à la surface des cellules Hela (Wedgwood et 
al., 1988; Saegusa et al., 1990). Ainsi Saegusa et coll. de même que 
Wedgwood et coll. suggèrent que l'IFNy pourrait peut être agir de 
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façon similaire sur les CE. D'autres auteurs mentionnent cependant 
que, d'après des études effectuées sur les CE, l'IFNy n'augmente pas 
le nombre de récepteurs pour le TNF (Johnson et Pober, 1990). Dans 
notre cas, l'effet semble être tout simplement additif. 
Les différents ratio de cellules (monocyte : CE) utilisés nous 
portent à croire que le ratio donnant une suppression maximale est 5 
monocytes pour 1 CE. Ce résultat est en accord avec celui de 
Beekhuizen et coll. (1990) qui publient que le maximum de monocytes 
pouvant se lier à la CE est de 4 à 5 monocytes. Une concentration 
plus forte de monocytes ne servirait qu'à augmenter le pourcentage 
de monocytes adhérant entre eux plutôt qu'avec les CE. De même, le 
temps d'incubation utilisé pour la coculture des monocytes avec les 
CE, avant l'ajout des lymphocytes, est appuyé par plusieurs auteurs 
qui mentionnent que le temps d'incubation idéal pour favoriser 
l'adhérence varie entre 45 et 90 minutes (Whisler et al., 1989; 
Beekhuizen et al., 1990). 
Dans de mêmes conditions, la préincubation des CE avec le PAF 
ou le L T84 nous fournit des résultats similaires à ceux observés en 
présence d'IFNy, soit une suppression de la prolifération 
lymphocytaire qui est amplifiée en présence de TNFa. 
Fait intéressant, on remarque qu'avec nos trois stimuli, mais 
plus particulièrement avec le PAF et le L TB4, nous observons que 
l'allure des courbes de concentration-effet est en forme de cloche 
suggérant qu'à un niveau faible ou élevé, l'effet de l'agent utilisé est 
absent. Ceci peut signifier qu'à faible concentration (1 o-1 6 et 
1 o-14 M), le stimulus serait incapable ou du moins insuffisant pour 
provoquer son effet. A forte concentration (1 o-6 M), par contre, 
l'absence d'activité pourrait résulter du fait que le PAF ou le L T84 
activerait des voies, apparemment non stimulées à 1 o-1 O M, qui 
favoriseraient une régulation négative sur l'effet observé avec 
1o-10 M donnant l'impression qu'à forte concentration, le stimulus a 
peu d'effet. 
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4.1.1 Effet de !'jndométhacine sur la production de 
prostanglandines par les monocytes: 
Le prétraitement des CE avec l'IFNy, le PAF ou le L T84, induit 
une suppression de la prolifération des lymphocytes qui n'est 
possible qu'en présence de monocytes (Lacasse et Ro!a-Pleszczynski, 
1991 ). Ceci suggère que les CE stimuleraient l'activité suppressive 
des monocytes qui, à leur tour, supprimeraient la prolifération des 
lymphocytes. Les monocytes sont une source importante de PGs et 
les PGs ont la capacité d'inhiber la prolifération des lymphocytes 
humains, bovins et murins induite par des lectines (Baker et al., 
1981 ). Nous avons tenté d'élucider si les PGs sont responsables de 
la suppression de la prolifération des lymphocytes dans notre 
système. 
Selon les résultats obtenus, il semble que l'activité 
suppressive des monocytes sur les lymphocytes soit effectivement 
causée par la production de PGs puisque !'addition de l'indométhacine 
durant la coculture des CE avec les monocytes, avant l'ajout des 
lymphocytes, abolit complètement la suppression de la prolifération 
lymphocytaire. 
4.1.2 Effet de l'anticorps antj IL-6 et des antagonjstes du récepteur 
du PAF: 
Nous savons maintenant que les monocytes, au contact de CE 
activées, suppriment la prolifération des lymphocytes par la 
libération de PGs. Cependant les facteurs libérés par les CE qui 
rendent les monocytes suppresseurs demeurent encore inconnus. 
Dans nos études antérieures nous avons démontré que les CE 
stimulées avec le TNFcx provoquent une suppression de prolifération 
des lymphocytes. Cet effet est attribué à la synthèse de PAF par les 
CE puisque l'ajout de BN 52021, un antagoniste du récepteur du PAF, 
restaure la prolifération des lymphocytes à la normale (Lacasse et 
Rola-Pleszczynski, 1991 ). Rola-Pleszczynski et ses coll. (1987) ont 
d'ailleurs démontré que le PAF ajouté de façon exogène exerce une 
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activité suppressive sur la prolifération des PBML. Ainsi des 
antagonistes du récepteur du PAF ont été utilisés durant la coculture 
des CE avec les monocytes. 
On remarque que le WEB 2170 et le BN 52021 ont la capacité de 
prévenir la suppression de la prolifération des lymphocytes. Ainsi, 
la stimulation des CE avec IFN, PAF ou L TB4, suivi du TNF, 
favoriserait la production de PAF, par les CE, qui serait un des 
facteurs important responsable de la suppression de la prolifération 
lymphocytaire. 
Un autre facteur a également attiré notre attention: l'IL-6. Il a 
été démontré que le prétraitement des CE avec l'IL-1 ou encore avec 
l'IFNy suivi de TNFcx induit une élévation de production d'IL-6 par les 
CE (Leeuwenberg et al., 1990; Stremler et al., 1989). De même il a 
été publié que les monocytes stimulés avec PAF ou L TB4 produisent 
de l'IL-6 (lbe et Campbell, 1988; Hirano et al., 1989). Afin de 
déterminer si les CE produisent de l'IL-6 et si cette cytokine 
possède une certaine influence sur l'activité suppressive des 
monocytes, nous avons utilisé des anticorps anti IL-6 conjointement 
ou non avec les antagonistes du récepteur du PAF. 
L'utilisation d'anticorps anti IL-6 seul nous démontre un 
rétablissement de la prolifération des lymphocytes à un niveau 
équivalent à celui observé avec le WEB 2170. Il s'avère donc que les 
CE, en présence d' IFNy, de PAF ou de L TB4, suivi de TNF, produisent 
de l'IL-6 et que cette cytokine joue un rôle majeur dans la 
suppression de la prolifération des lymphocytes. 
Nous constatons que peu importe le prétraitement effectué, 
l'anticorps anti IL-6 de même que le WEB 2170 préviennent la 
suppression de la prolifération des lymphocytes. Il semble donc 
assez évident que l'IL-6 et le PAF, produits par les CE, seraient en 
majeure partie responsables de l'activité suppressive observée chez 
les monocytes. 
L'ajout conjoint de l'anticorps anti IL-6 et du WEB 2170 aux CE 
stimulées ne donne pas d'effet additif en comparaison aux deux 
agents utilisés séparément. Ceci suggère donc que l'IL-6 et le PAF 
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agiraient via des voies similaires, voire identiques pour favoriser 
l'activité suppressive des monocytes, puisque l'utilisation de 
l'anticorps anti IL-6 seul ou encore de l'antagoniste du récepteur du 
PAF est suffisant pour rétablir la prolifération lymphocytaire. 
4.1.3 Effet de l'IL-6 et du PAF exogènes: 
Dans le but de confirmer l'hypothèse que le PAF et l'IL-6 
libérés par les CE sont responsables de la stimulation de l'activité 
suppressive des monocytes sur la prolifération des lymphocytes, 
nous avons ajouté du PAF et de l'IL-6 exogènes, séparément ou 
conjointement sur les monocytes, en absence de CE. Les lymphocytes 
y sont ensuite déposés et la prolifération lymphocytaire est 
mesurée. 
Les résultats démontrent clairement que le .PAF et l'IL-6, de 
provenance exogène ou synthétisés par les CE, suppriment la 
prolifération des lymphocytes. Ceci s'effectue grâce à l'activation 
des monocytes puisqu'en leur absence, ce phénomène est inexistant. 
Il semble ainsi que les CE prétraitées avec l'IFNy, le L TB4 ou le PAF, 
suivi d'une stimulation avec le TNFcx, produisent du PAF et de l'IL-6. 
Ces deux agents induisent chez les monocytes une production de PGs 
qui à leur tour provoquent une suppression de la prolifération des 
lymphocytes. 
4. 2 Mesure de la production d'IL-6 par les cellules 
endothéliales: 
De nombreuses études ont quantifié la libération d'IL-6 par les 
CE (Jirik et al., 1989; Sironi et al., 1989; Stremler et al., 1989; Wang 
et al., 1989; Leeuwenberg et al., 1990). Cette cytokine peut être 
aisément mesurée à l'aide d'un bioessai utilisant les cellules 89 dont 
la croissance est dépendante d'IL-6 (Loppnow et Libby, 1989), ou 
tout simplement par ELISA. 
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On remarque que le PAF et le L TB4 provoquent une production 
d'IL-6 dans un même ordre de grandeur. Le PAF semble néanmoins 
plus puissant que le L TB4 puisqu'à lui seul il a la capacité 
d'augmenter significativement la production d'IL-6 par les CE. Il est 
difficile de comparer nos données avec la littérature car jusqu'à 
présent aucune information n'a été publiée concernant la production 
d'IL-6 par les CE prétraitées avec PAF ou L TB4. Nous pouvons 
toutefois affirmer que nos valeurs contrôles et celles en présence de 
TN Fa sont comparables aux données obtenues par Shalaby et coll. 
(1989). 
D'autres agents ont été testés pour vérifier leur habilité à 
provoquer la production d'IL-6 par les CE. IL-1 par exemple, est 
reconnue pour augmenter la libération d'IL-6 par les CE (Aarden et 
al., 1987; Leeuwenberg et al., 1990) et nos valeurs coïncident assez 
bien avec celles obtenues par ces auteurs. 
Nos travaux démontrent non seulement que l'effet de l'I FNr est 
inhibé par l'ajout d'anti IL-6, mais que l'IFNr, en présence de TNFa a 
également la capacité de stimuler les CE à produire de l'IL-6. Ceci 
concorde tout à fait avec les données du groupe de Leeuwenberg et 
coll. (1990) qui démontrent que la combinaison de l'IFNr et du TNFa 
augmente jusqu'à 5000 U/ml la production d'IL-6 par les CE. D'autres 
chercheurs ont également mis en évidence l'implication d'une 
interaction fontionnelle entre IFNr et TNFa dans la régulation de la 
production d'IL-6 par des cellules monocytaires (Sanceau et al., 
1991 ). Par opposition à Shalaby et coll., cependant, nous n'observons 
pas d'augmentation de production d'IL-6 avec 1000 U/ml d'IFNr mais 
plutôt avec 1 OO U/ml. 
Dans les fibroblastes il a été démontré que l'AMPc joue un rôle 
dans l'induction de l'IL-6 lors d'une stimulation avec TNF ou IL-1 
(Zhang et al., 1988). De même dans les monocytes, Bailly et coll. 
(1990) ont démontré que l'AMPc joue un rôle dans la production d' 
IL-6. Il s'avérait donc intéressant de vérifier si l'AMPc pouvait 
également induire la production d'IL-6 par les CE. On constate que 
l'AMPc augmente de façon très importante la production d'IL-6. Ceci 
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nous porte à croire que certains agents reconnus pour stimuler la 
production d'IL-6 par les CE pourraient procéder via l'activation de 
l'AMPc. 
Il a été rapporté que les PGs stimulent la production d'IL-6 par 
les monocytes (Bailly et al., 1990). En ce qui à trait aux CE, leur 
préincubation avec PGE2 suivi d'une stimulation avec TNF, provoque 
une augmentation de production d'IL-6. Ceci suggère que les PGs, 
libérées par les monocytes suite à une activation par la production 
d'IL-6 et de PAF des CE, pourraient par rétrocontrôle positif 
amplifier la production d'IL-6 par les CE. 
4.2.1 lmpljcatjon de la synthèse protéjgue sur l'jnductjon par PAF et 
.LIB.4 de la production d'!L-6 par les cellules endothéliales: 
La synthèse protéique est un processus employé par les 
cellules pour effectuer la production de différents facteurs. Par 
exemple, lors de la production de PAF par les CE stimulées avec le 
TNF ou l'IL-1, la synthèse protéique est essentielle (Bussolino et al., 
1988). Afin de déterminer si, dans notre étude, la synthèse 
protéique est impliquée dans la préactivation des CE par PAF ou 
L TB4, la CHX a été ajoutée au prétraitement des CE. 
La CHX n'abolit aucunement les effets du PAF ou du L TB4 sur la 
production d'IL-6. Au contraire en présence de PAF ou de L TB4, elle 
amplifie la réponse de façon synergique. Ceci suggère que lors de la 
préincubation des CE avec la CHX et PAF ou L TB4, la synthèse de la 
protéine IL-6 ne pouvant être exécutée, l'ARN serait accumulé dans 
la cellule. Après 24h d'incubation les CE sont lavées et stimulées ou 
non avec TNFa durant 4h, puis lavées de nouveau et incubées pour un 
24h supplémentaire. Durant le 28h suivant le prétraitement des CE 
avec CHX et PAF ou L TB4, l'ARN d'IL-6 accumulé serait traduit en 
protéine IL-6. La réponse synergique obtenue peut être expliquée en 
émettant les hypothèses suivantes: 
La CHX cause une superinduction de l'ARN de plusieurs 
cytokines (Libby et al., 1986), suite à une augmentation de 
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transcription et probablement à une stabilisation de l'ARN non 
traduit (Fenton et al., 1987; Fenton et al., 1988; Sariban et al., 1988; 
Zubiaga et al., 1991; Osipovich et al., 1993). L'inhibition de nouvelle 
synthèse d'RNases est une autre probabilité. Ainsi, l'induction de la 
production synergique d'IL-6 en présence de la CHX et du PAF ou du 
L TB 4 pourrait s'expliquer par le fait que le PAF et le L T84 
provoqueraient une augmentation d'ARN d'IL-6, mais dont une partie 
serait dégradée. En présence de CHX, cette dégradation serait 
contrôlée favorisant ainsi une production d'IL-6 beaucoup plus 
importante que lors des stimulations avec le PAF ou le L TB4 en 
absence de CHX. 
4.2.2 Mesure de la productjon d'IL-6 par la coculture des cellules 
endothéliales avec les monocytes: 
Non seulement les CE mais les monocytes également 
synthétisent de l'IL-6. Nos résultats démontrent qu'effectivement, 
tel que décrit dans la littérature (Aarden et al., 1987), les 
monocytes sont de puissants producteurs d'IL-6. Il est intéressant 
de remarquer que la collaboration des CE et des monocytes augmente 
la libération d'IL-6 de façon telle que l'effet résultant est une 
synergie par rapport aux deux types cellulaires utilisés séparément. 
De plus le prétraitement des CE avec PAF ou L TB4 suivi de TNF 
amplifie la réponse synergique avec les monocytes. 
Schindler et coll. (1990) ont publié qu'il existe une corrélation 
négative entre la production d'IL-6 et celles d'IL-1 et de TNF chez 
les cellules mononucléaires. Ceci signifie que l'IL-6 supprime de 
30o/o la production d'IL-1 et de TNF induit chez les PBML par le LPS ou 
une lectine telle que la PHA. 
Au départ nous avons démontré que la diminution de la 
prolifération des lymphocytes est la conséquence de la production de 
PGs par les monocytes. Maintenant, d'après la publication de 
Schindler et coll., on peut suggérer que l'IL-6, libérée par la 
coculture des CE avec les monocytes, puisse aussi être impliquée 
dans la suppression de la prolifération des lymphocytes en diminuant 
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la production de TNF et d'IL-1 par les monocytes. Dans notre étude, 
l'IL-6 produit par les monocytes a probablement peu d'effet direct 
sur la suppression de prolifération des lymphocytes puisque 
l'indométhacine, en inhibant les PGs, est suffisante pour rétablir la 
prolifération des lymphocytes. Néanmoins, la réponse positive 
obtenue avec l'anti IL-6, lors de la coculture des CE avec les 
monocytes, peut s'expliquer par le fait que les PGs sont elles-mêmes 
un stimulus pour la synthèse d'IL-6 (Bailly et al., 1990). Ainsi suite 
à une stimulation des monocytes, on observe une production de PGs 
menant à une production d'IL-6 détectée à l'aide de l'anti IL-6. 
4.2.3 Besoin d'jntégrjté cellulaire dans la coculture des cellules 
endothéliales et des monocytes en terme de productjon d'IL-6: 
Les traitements avec la paraformaldéhyde et le gel-dégel nous 
permettent de déterminer si le fait d'empêcher le fonctionnement 
cellulaire (internalisation des récepteurs et production de 
cytokines) et la viabilité cellulaire (par éclatement de la cellule), 
respectivement, peuvent modifier la réponse synergique des CE et 
des monocytes en terme de production d'IL-6. 
Les traitements appliqués sur les CE, que ce soit l'incubation 
avec la paraformaldéhyde ou encore l'étape du gel-dégel, diminuent 
la production d'IL-6 dans les cocultures pour atteindre le niveau des 
monocytes seuls. L'utilisation de ce même procédé sur les 
monocytes nous donne des valeurs similaires à celles observées avec 
les CE seules. Ces traitements nous permettent d'affirmer que 
l'obtention d'une synergie de production d'IL-6 par la coculture des 
CE et des monocytes n'est pas assurée par un simple contact 
membranaire et n'est possible que si les 2 types cellulaires sont 
viables et possèdent une activité cellulaire intacte. 
4.2.4 Besoin de contact djrect pour ta productjon d'IL-6 par ta 
coculture des cellules endothéliales avec les monocytes: 
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L'étude de l'interaction (libération de cytokines, perméabilité 
vasculaire, etc) entre différentes populations cellulaires, lorsque 
séparées par une membrane, nous donne des informations 
fondamentales quant à l'importance des contacts cellulaires. Lors de 
l'attraction des cellules au site d'inflammation, par exemple, le 
contact cellulaire étant inexistant, seul l'effet des facteurs libérés 
est perceptible. Par la suite, lors de la migration des leucocytes, 
dans les tissus extravasculaires, un contact s'établit résultant en 
l'interaction des molécules d'adhérence. L'utilisation d'une 
membrane vise à élucider si l'interaction des molécules d'adhérence 
des deux types cellulaires est essentielle à la réponse observée, ici 
la production d'IL-6, ou si seule la libération de facteurs dans le 
milieu est nécessaire et suffisante. Plusieurs systèmes de 
coculture ont d'ailleurs déjà été élaborés en ce sens. Par exemple, 
Stoll et Spector (1989) emploient des filtres micropores suspendus 
dans le but d'étudier la communication entre les CE et les cellules du 
muscle lisse en absence de contact cellulaire. D'autres (Doukas et 
al., 1988; Moser et al., 1989; Oppenheimer-Marks et Ziff, 1988; Eider 
et al., 1989) analysent plutôt le phénomène de chimiotaxie des 
neutrophiles ou la migration lymphocytaire à l'aide de chambres 
possédant une membrane (multichambres, chambres de Boyden) où 
l'on retrouve les CE d'un côté de la chambre et les neutrophiles ou les 
lymphocytes de l'autre. 
Pour notre part rien ne nous indique jusqu'à présent que le 
contact cellulaire est indispensable au phénomène observé. Il 
s'avère donc intéressant de déterminer si la réponse synergique en 
IL-6 est reproductible en absence de contact intercellulaire entre 
les CE et les monocytes. 
Nous remarquons que la libération d'IL-6 obtenue par la 
coculture des CE avec les monocytes séparée ou non par une chambre 
"transwell" ne modifie en rien l'effet de synergie détecté entre les 
deux types cellulaires. Ceci suggère que le contact entre les CE et 
les monocytes n'est pas requis, en ce qui à trait à la production 
synergique d'IL-6, et que des substances solubles assurent 
l'interaction entre les CE et les monocytes. 
106 
Ces résultats nous indiquent également que le PAF, synthétisé 
par les CE, n'est pas indispensable à la libération d'IL-6 par la 
coculture puisque le PAF, restant majoritairement associé aux CE, 
n'a pas la possibilité d'activer les monocytes situés dans la chambre 
"transwell". Ceci signifie que la combinaison du PAF et de l'IL-6 
n'est pas essentielle à l'obtention d'une immunosuppression, 
visualisé dans notre système par la prolifération des lymphocytes. 
Cet aspect concorde d'ailleurs avec les expériences effectuées avec 
l'anti IL-6 et les antagonistes du récepteur du PAF (figures 9 à 11) 
de même que celles réalisées avec le PAF et l'IL-6 exogènes (figure 
12). Ces traitements démontrent clairement que le PAF et l'IL-6 
causent une suppression de la prolifération lymphocytaire mais que 
l'association des deux facteurs ne résulte pas en une suppression 
amplifiée. Le PAF et l'IL-6 agiraient donc via des voies similaires. 
4.2.5 Stjmulatjon de l'expressjon de l'ABNm d'IL-6 des cellules 
endothéliales par le PAF et le TNF: 
Nous avons pu constater que les CE ont la capacité de libérer de 
l'IL-6 et que cette production peut être stimulée par l'utilisation de 
PAF ou de L T84 en présence de TNFa. Suite à la mesure de cette 
cytokine dans le surnageant cellulaire, il est nécessaire d'élucider si 
la stimulation des CE avec PAF ou TNF consiste en une augmentation 
d'expression d'ABNm d'IL-6 de novo menant à la traduction en IL-6 . 
De nombreux chercheurs s'attardent sur l'étude de la 
transcription de l'ABN de différents facteurs ou molécules 
synthétisés par la CE. Parmi ces éléments, on retrouve le MCP-1/JE 
(Rollins et al., 1990; Sica et al., 1990), les molécules d'adhérence 
(Bevilacqua et al., 1989; Osborn et al., 1989; Jurgensen et al., 1990), 
les molécules de HLA classe 1 (Johnson et Pober, 1990) et les 
cytokines. La transcription de l'ABNm d'IL-6, par exemple, peut être 
augmentée en réponse au LPS ou à l'IL-1 (Loppnow et Libby, 1989; 
Sironi et al., 1989). 
Dans notre étude, les CE semblent exprimer de façon 
constitutive l'ABNm pour l'IL-6. Le même phénomène a d'ailleurs 
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déjà été observé par Sironi et coll. (1989). Nous constatons que le 
PAF augmente l'expression de l'ARNm de l'IL-6, à près de 60% de 
celle induite par le TNF. Le prétraitement des C.E avec le PAF suivi 
d'une stimulation avec le TNF démontre une réponse partiellement 
additive. 
Ce phénomène ne correspond pas exactement à ce que l'on 
obtient en synthèse protéique d'IL-6 où l'on trouve plutôt une 
addition voire même une synergie avec la combinaison du PAF et du 
TNF. La différence entre le niveau d'expression d'ARNm d'IL-6 et sa 
synthèse protéique pourrait être expliqué par le fait que lors de la 
stimulation des CE avec PAF et TNF, l'ARNm d'IL-6 serait plus 
rapidement traduit en protéine. La hausse de traduction suggère 
l'implication de mécanismes post-traductionnels qui activeraient la 
synthèse protéique d'où l'impossibilité d'accumuler de l'ARNm d'IL-6. 
Cette hypothèse est d'ailleurs en accord avec des résultats discutés 
antérieurement où la préincubation des CE avec la CHX, suivi du PAF, 
provoquait une augmentation synergique d'IL-6. Ainsi on peut 
supposer que lors de la stimulation des CE avec le PAF et TNF, 
l'ARNm d'IL-6 serait plus rapidement traduit en IL-6 résultant en une 
synthèse protéique plus élevée que l'expression d'ARNm d'IL-6. 
4. 3 Production de GM-CSF par les cellules endothéliales: 
Il est connu que les CE possèdent non seulement la capacité de 
produire de l'IL-6 mais également d'autres cytokines incluant l'IL-1 
et le GM-CSF. Ce dernier peut être produit par les CE après 
activation avec l'IL-1 (Bagby et al., 1986; Broudy et al., 1987; Sieff 
et al., 1987; Fibbe et al., 1989) ou le TNF (Broudy et al., 1986; Munker 
et al., 1986; Frater-Schrëder et al., 1987; Le et Vilcek, 1987; Koltai 
et al., 1991 ). Le GM-CSF a entre autre pour effet d'augmenter 
l'adhérence des CE aux monocytes (Gambie et al., 1989). De plus on 
retrouve la présence de récepteurs pour le GM-CSF à la surface des 
monocytes (quelques centaines par cellules), (Gearing et al., 1989). 
Une équipe de chercheurs (Sironi et al., 1989) a même observé une 
augmentation de production d'IL-6 par les monocytes stimulés avec 
du GM-CSF. Etant donné que nous avons démontré une augmentation 
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de production d'IL-6 par les monocytes en présence de CE, il s'avérait 
important de déterminer si la production de GM-CSF par les CE serait 
modifiée par la présence de PAF et de TN F. 
La mesure de GM-CSF, effectuée par ELISA, nous indique que le 
PAF utilisé seul est incapable de provoquer la libération de GM-CSF 
au delà du niveau de base. Bien que le TNF augmente le taux de GM-
CSF, la combinaison du PAF et du TNF est essentielle afin de décéler 
une production importante de GM-CSF par les CE. On note que les 
réponses optimales obtenues pour la production de GM-CSF se situent 
aux mêmes concentrations de PAF que celles utilisées pour la 
génération d'IL-6 . 
On observe sensiblement le même schéma en présence de L TB4 
bien qu'une plus grande variation dans les valeurs soit observée. 
Ceci signifie que les prétraitements des CE avec PAF ou LTB4 suivi 
d'une stimulation avec le TNF favorisent non seulement une élévation 
de production d'IL-6 mais également une augmentation de libération 
. de GM-CSF et ce de 2 à 3 fois le niveau de base. Selon ces données, 
et tel que rapporté par Sironi et coll. (1989), le GM-CSF libéré par 
les CE aurait probablement un rôle dans la production de l'IL-6 par 
les monocytes, d'autant plus que sa production est amplifiée par le 
PAF et le TNF, comme c'est le cas pour l'IL-6. Par rétroaction 
positive sur les CE, le GM-CSF pourrait également induire une 
augmentation de production d'IL-6 par ces dernières et ainsi 
participer à la libération synergique d'IL-6 en provenance de la 
combinaison des CE avec les monocytes. 
4.3.1 lmpljcatjon de la synthèse protéjgue dans l'induction par PAF 
et LTB~ de la production de GM-CSF par les cellules 
endothéliales: 
On a remarqué que la CHX utilisée en prétraitement sur les CE 
avec PAF ou L TB4 favorise une augmentation synergique de la 
production d'IL-6. Nous nous sommes alors demandé si la production 
de GM-CSF par les CE ne serait pas également modulée par cet 
inhibiteur de synthèse protéique. 
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L'effet de la CHX dans ce contexte semble être différent de 
celui observé en production d'IL-6 puisque la CHX seule augmente 
déjà la production de GM-CSF. De plus, l'ajout de PAF ou de L TB4 à la 
CHX ne nous permet d'obtenir qu'une réponse additive et non 
synergique. Ceci nous porte à croire qu'une diminution de la 
dégradation de l'ARN avec la CHX, aurait pour effet d'augmenter la 
production d'IL-6 et de GM-CSF, mais à un degré différent de celle 
d'IL-6 étant donné que la réponse en IL-6 est synergique par 
opposition à une réponse additive en GM-CSF. 
4.3.2 Production de GM-CSF par la coculture des cellules 
endothéliales et des monocytes: 
Nous savons que les CE, préalablement stimulées avec du TNF, 
produisent du GM-CSF et que le prétraitement de ces cellules avec le 
PAF suivi d'une stimulation avec le TNF amplifie la réponse. Il 
semble que les monocytes aussi peuvent produirent du GM-CSF. 
Certains chercheurs ont d'ailleurs démontré que l'IL-1 peut stimuler 
la production de GM-CSF par les monocytes (Fibbe et al., 1988). Nous 
avons donc vérifié si dans notre système les monocytes ont la 
capacité de synthétiser du GM-CSF et si leur coculture avec des CE 
entraînerait une réponse supeneure à celle observée avec les deux 
populations cellulaires séparées. 
On remarque en premier lieu que les monocytes seuls, non 
stimulés, produisent très peu ou pas de GM-CSF. Par contre, les CE 
produisent du GM-CSF et cette production est doublée après 
traitement avec PAF et TNF. En coculture de monocytes avec les CE, 
et en présence de TNF, les valeurs se situent dans le même ordre de 
grandeur que celles obtenues avec les CE seules. En absence de TNF, 
cependant, le résultat est supérieur à celui des CE seules. 
Par opposition à la production d'IL-6, la production de GM-CSF 
dans notre système est majoritairement de provenance endothéliale 
puisqu'une coculture avec les monocytes, bien que nous permettant 
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d'obtenir une amplification de la réponse, n'est cependant pas 
suffisamment importante pour être considérée comme significative 
4.3.3 Importance de l'intégrité cellulaire sur la production de GM-
CSF par la coculture des cellules endothéliales et des 
monocytes: 
Nous avons voulu à nouveau étudier l'importance de l'intégrité 
cellulaire, cette fois-ci sur la production de GM-CSE, par l'emploi du 
gel-dégel et de la paraformaldéhyde permettant de briser les 
cellules ou de fixer leur membrane. 
On remarque que, comme pour la production d'IL-6, l'obtention 
d'une production maximale de GM-CSE nécessite la viabilité 
cellulaire de même que la fluidité membranaire. De plus, les 
différents traitements appliqués nous permettent de constater que 
les monocytes sont une source importante d'IL-6, tandis que les CE 
sont la source majeure de GM-CSF. En effet, un traitement de gel-
dégel ou de paraformaldéhyde sur les monocytes bloque la libération 
d'IL-6 par la coculture, alors qu'un traitement similaire effectué sur 
les CE provoque plutôt la baisse de synthèse de GM-CSF. 
La coculture des CE avec les monocytes ne résulte pas en une 
augmentation synergique de production de GM-CSE comme c'est le 
cas pour l'IL-6. Cependant il est intéressant de noter que le 
traitement des monocytes avec la paraformaldéhyde nous donne un 
effet très acceptable avec des valeurs quasi significatives en 
comparaison à la coculture sans paraformaldéhyde. Ceci nous 
indique donc que la coculture n'est pas essentielle à l'amplification 
de la réponse en GM-CSE mais que les monocytes pourraient, par le 
contact intercellulaire ou par la libération de cytokines, participer 
ainsi à la production de GM-CSF. 
4.3.4 Implication du contact cellulaire sur la production de GM-CSF 
par la coculture des cellules endothéliales avec les monocytes: 
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L'utilisation de chambres "transwells" lors de la coculture des 
CE avec les monocytes nous permet de déterminer si le contact 
intercellulaire est essentiel à la production de GM-CSF. 
Tout comme pour la production d'IL-6, l'absence ou la présence 
de contact entre les monocytes et les CE ne modifie aucunement la 
production de GM-CSF. Ceci suggère que les produits libérés dans le 
surnageant ont la capacité à eux seuls de provoquer la libération de 
GM-CSF. 
Suite à ces études avec les chambres "transwells" ainsi qu' 
avec le traitement à la paraformaldéhyde, l'influence des monocytes, 
dans la coculture pour la production de GM-CSF, consisterait 
principalement en une libération de cytokines. 
4.3.5 Induction de l'expression de l'ABNm du GM-CSF par les cellules 
endothéliales stimulées avec le PAF et le TNF: 
Nous avons démontré que les CE en présence de PAF et de TNF 
peuvent synthétiser du GM-CSF mais que leur coculture avec des 
monocytes ne permet pas une augmentation de production de GM-CSF. 
Seule la figure 28 nous donne une augmentation de production de GM-
CSF en coculture. La différence peut provenir du fait que ces 
expériences ont été effectuées dans des conditions différentes soit 
dans des puits avec des chambres "transwells" plutôt que dans des 
tubes, ceci pouvant alors occasionner des réponses modifiées. 
D'autres chercheurs ont publié que le TNF et l'IL-1 provoquent la 
production de GM-CSF. Par buvardage Northern, ces mêmes 
chercheurs ont découvert que contrairement à l'ABNm de l'IL-6, celui 
du GM-CSF n'est pas présent dans les CE non stimulées. Cependant 
suite à une stimulation avec IL-1 (Broudy et al., 1987) ou TNF 
(Broudy et al., 1986; Munker et al., 1986) la présence de l'ABNm de 
GM-CSF est décelée. Nous avons donc vérifié si les observations 
obtenues en production de la protéine GM-CSF correspondent à la 
stimulation de l'ABNm de GM-CSF. 
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Nos résultats d'autoradiogramme en GM-CSF suivent la même 
allure que ceux obtenus avec l'IL-6. On remarque ainsi qu'une 
incubation des CE avec PAF induit une augmentation du signal mais 
celle-ci est toutefois moindre que celle observée lors de la 
stimulation des CE avec le TNF. La combinaison du PAF et du TNF, 
pour sa part, ne nous permet pas d'obtenir un signal plus élevé que 
celui induit par le TNF seul. 
L'activation de l'expression de l'ARNm du GM-CSF par le PAF ou 
le TNF correspond assez bien à la libération de GM-CSF dans le 
surnageant. Cependant, en ce qui concerne la stimulation des CE par 
la combinaison du PAF et du TNF, on obtient une réponse additive en 
production de GM-CSF comparativement à une réponse en ARN qui 
n'est pas plus élevée qu'avec le TNF seul. L'explication la plus 
plausible serait identique à celle exposée pour l'IL-6 i.e. que lors de 
la stimulation des CE avec PAF et TNF, l'ARNm du GM-CSF serait plus 
rapidement traduit en protéine et ainsi la réponse additive ne 
pourrait être détectée en ARNm. L'accélération de la production de 
GM-CSF pourrait être causée par des mécanismes post-
traductionnels qui auraient pour fonction d'activer le processus de 
traduction du GM-CSF. Le résultat consisterait en une augmentation 
de synthèse de GM-CSF non décelable en ARNm, ce dernier n'étant pas 
accumulé. 
D'après les résultats obtenus, nous pouvons maintenant 
suggérer des voies possibles par lesquelles les CE, les monocytes et 
les lymphocytes peuvent interagir en conditions inflammatoires. 
Dans une dernière figure (figure 30), nous avons voulu résumer 
certains mécanismes étudiés dans notre système, concernant les 
interactions entre les CE, les monocytes et les lymphocytes dans les 
lésions inflammatoires. A ces endroits, on retrouve fréquemment 
des situations où ces cellules interagissent soit par contact 
cellulaire ou par production de facteurs. Au moment où les CE sont 
activées par un stimulus inflammatoire (dans notre cas, l'IFNy, le 
PAF et le L T84 suivi du TNFcx), on assiste à un relâchement d'IL-6, de 
PAF et de GM-CSF. L'IL-6 et le PAF pour leur part, vont favoriser 
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Figure 30: Résumé de voies possibles impliquées dans l'interaction entre les CE, les 
monocytes et les lymphocytes en condit ions inflammato ires . 
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vont à leur tour libérer des PGs. Ceci aura pour effet de diminuer les 
activités lymphocytaires visualisées dans notre système par 
l'intermédiaire de la suppression de la prolifération des 
lymphocytes. Le GM-CSF libéré par les CE, en plus d'augmenter 
l'adhérence de ces cellules aux monocytes, pourrait induire la 
production d'IL-6 par les monocytes de même que régulariser par 
fonction autocrine la libération d'IL-6 par les CE. L'IL-6 en 
provenance des cellules monocytaires, pourrait jouer un rôle dans la 
suppression de la prolifération des lymphocytes en diminuant la 
formation de TNF et d'IL-1 de ces mêmes monocytes. La voie 




Nous avons étudié certains mécanismes impliqués dans la 
modulation de la réponse immune par les CE. La stimulation des CE 
par PAF, LTB4 ou IFNy induit, par l'intermédiaire des monocytes, la 
suppression de la prolifération des lymphocytes. Cette suppression 
d'une fonction lymphocytaire est le résultat de la production de 
différents facteurs par les CE qui stimulent une activité suppressive 
des monocytes pour les lymphocytes. 
- Parmi ces facteurs, PAF et IL-6 semblent impliqués dans 
l'activation des monocytes par les CE. 
- Les monocytes pour leur part, jouent un rôle suppresseur, sur 
les fonctions lymphocytaires, par la production de PGs . 
- Les CE produisent de l'IL-6 et surtout du GM-CSF en quantité 
supérieure lorsque stimulées avec le TNFa 
- De plus la coculture de CE et de monocytes résulte en une 
production synergique d'IL-6. 
Nos études démontrent de nouvelles voies de modulation de 
l'activité des lymphocytes, impliquant plusieurs facteurs, libérés 
autant par les CE que par les monocytes. Néanmoins certains points 
restent à élucider. 
Par exemple, Renkonen et Ustinov en 1990 ont démontré que 
l'IFNy augmente l'hydrolyse de L TA4 en L TB4 par les CE ce qui résulte 
en une élévation de libération de L TB4. Ce mécanisme pourrait 
également être utilisé par notre système comme suit: Les monocytes 
synthétiseraient du L TA4 en provenance de l'AA alors que les CE 
hydrolyseraient L T A4 en L TB4. Ce phénomène pourrait très bien se 
retrouver dans les CE prétraitées avec le PAF puisque dans d'autres 
types cellulaires, quelques effets du PAF peuvent être médiés par la 
production de leucotriènes (Rola-Pleszczynski, 1991 ). 
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On sait que la mobilisation de calcium est impliqué dans 
certaines actions du PAF sur les CE (Hirafuji et al., 1 988; Braek et 
Gimbrone, 1986; Ryan et al., 1 988). Il serait intéressant de vérifier 
si lors de la coculture des CE avec les monocytes, la synergie de 
production d'IL-6 stimulée par le PAF entraînerait une mobilisation 
de calcium des CE suivi de celui des monocytes. Ce phénomène nous 
permettrait de déterminer si l'ordre des événements consiste, dans 
un premier temps, en l'activation des monocytes par les CE. 
Il serait également intéressant de regarder si l'oxyde nitrique 
(NO ou EDRF) est impliqué dans l'interaction entre les CE et les 
monocytes. Les CE ont la capacité de libérer ce médiateur 
puisqu'elles possèdent une NO-synthase ayant une activité 
constitutive ou stimulable par une variété de cytokines (Lacaze-
Masmonteil, 1992). Les effets de NO pourraient être analysés à 
l'aide de différents bloqueurs agissant soit sur la NO-synthase ou 
encore sur la guanylyl cyclase. Sachant que le NO a une action 
paracrine vase-relaxante sur la cellule musculaire lisse via la 
production de GMPc (Lacaze-Masmonteil, 1 992; Lowenstein et 
Snyder, 1992), l'étude du NO pourrait aussi être effectuée avec des 
agents qui miment son effet tel que le dibutyryl GMPc. 
Ces études supplémentaires permettraient d'ajouter des 
informations utiles à la compréhension de la relation existante 
entre l'endothélium vasculaire et les cellules immunocompétentes. 
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PBS 1 OOX: 
Solution D: 
Phénol: 





Dans un litre de saline. 
Guanidinium thiocyanate 250 g 
Eau bidistillée stérile 293 ml 
Sodium citrate pH 7.0 (0.75 M) 17.6 ml 
Sarcosyl ( 1 0%) 2 6.4 ml 
Dissoudre à 68°C 10 min. 
A SO ml de solution D, 
Ajouter 0.36 ml de mercaptoéthanol. 
Dégeler au bain-marie à 6 S°C 
A SOQ ml de phénol 
Ajouter 0.2-0.3 g de 8-hydroxyquinoline 
Agiter à l'aide d'un barreau magnétique 
Ajouter SOQ ml de Tris O.S M pH 8.0 
Agiter durant 1 S min 
Laisser séparer les 2 phases 
Enlever la phase supérieure 
Ajouter SOQ ml de Tris O. 1 M pH 8.0 
Agiter durant 1 S min 
Laisser séparer les 2 phases 
Mesurer le pH de la phase supérieure 
( il devrait être de 8.0) 
Enlever une partie de la phase supérieure 
Aliquoter la phase inférieure (le phénol) 
Conserver à 4°C à l'abris de la lumière. 
1.1 g d'agarose dans 93.S ml d'eau bidistillée 
stérile 




Tampon de migration: 
(MOPS 1 OX) 
Tris 1 M: 
Ajouter: MOPS 1 OX 11 ml 
Formaldéhyde (37%) 5.5 ml 
Formamide déionisée 7 .5 ml 
MOPS 1 OX 1.5 ml 
Formaldéhyde 3 7% 2.4 ml 
Eau bidistillée stérile 1 .0 ml 
Glycérol 1.0 ml 
Bromophénol bleu 13.4 mg (1 mg/ml) 
Conserver à -20°C. 
1 mg bromure d' éthidium 
dans 1 ml d'eau bidistillée stérile. 
MOPS acide 20.95 g (200mM final) 
Sodium acétate 3.9 g (50mM final) 
EDT A disodique 1 .3 g (7mM final) 
Dans 500 ml d'eau bidistillée stérile 
Autoclaver durant 45 min 
Conserver à température ambiante à l'abri 
de la lumière. 
Tris-Base 1 21 .1 g 
Dissoudre dans 800 ml d'eau bidistillée 
Ajuster le pH à 7.4 (pour la solution de 
pré- et d'hybridation) ou 
Ajuster le pH à 8.0 (pour le phénol) 
Compléter le volume à 1 litre 
Autoclaver durant 45 min 
Conserver à 4°C. 
Solution de préhybridation: 
Tris 1 M pH 7.4 6.0 ml (120 mM final) 
NaCI 5 M 6.0 ml (600 mM final) 
EDTA disodique pH 8.0 0.5 M 0.8 ml 
(8 mM final) 
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Na4PP 2% 2.5 ml (0.1 % final) 
SOS 1 0% 1 .0 ml (0.2% final) 
Héparine 5 mg (1 OO µg/ml final) 
Eau bidistillée stérile 33.6 ml 
Filtrer avec un filtre de 0.45 µm. 
Solution d'hybridation: Identique à la solution de préhybridation 
avec quelques modifications: 
SSC 20X: 
Héparine 31.25 mg (625 µg/ml final) 
au lieu de 5 mg 
Sulfate de dextran 5 g (10% final) 
Eau bidistillée stérile 31 ml 
au lieu de 33.6 ml 
Dissoudre au bain-marie durant 
30 min à 37°C 
Filtrer avec un filtre de 0.45 µm. 
NaCI 175.3 g 
Citrate de sodium 88.2 g 
Dissoudre dans 800 ml d'eau bidistillée 
Ajuster le pH à 7 .0 
Compléter le volume à 1 litre 
Autoclaver durant 45 min 
Conserver à température ambiante. 
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